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RESUMEN 
 
El orden Hymenoptera es uno de los tres más diversos dentro de la clase 
Hexapoda. Dentro del Orden, la familia Apidae cuenta con unas 3.700 especies cuya 
principal importancia reside en el rol que cumplen la mayoría de ellas como agentes 
polinizadores. Tanto la abeja melífera (Apis mellifera) como los abejorros (Bombus 
spp.) presentan en la actualidad una amplia distribución mundial. Debido a su papel 
en la polinización y producción de miel en A. mellifera, son considerados organismos 
beneficiosos. Sin embargo, existe un considerable vacío en el conocimiento acerca de 
las enfermedades que afectan a estos insectos, así como de la transmisión de las 
mismas entre las diferentes especies de ápidos. 
Los protistas, microorganismos eucariotas unicelulares, suelen constituir 
relaciones simbióticas con hexápodos. Por su condición, los insectos sociales tienden 
a forman asociaciones parasitarias muy variadas y particularmente las vinculadas 
con protistas suelen generar etiologías crónicas y debilitantes en sus hospedadores,  
causando graves efectos a largo plazo. 
Siendo Argentina uno de los tres países con mayor producción de miel del 
mundo, existe un llamativo desconocimiento en torno a los protistas patógenos de A. 
mellifera. Análogamente, nada se sabe sobre los organismos de igual etiología que 
afectan a las especies de Bombus. Los efectos que las especies introducidas puedan 
tener sobre los polinizadores nativos son también desconocidos. Se plantea, por lo 
tanto, una serie de amenazas a las poblaciones autóctonas incluyendo 
principalmente la competencia, la hibridación y la vehiculización de patógenos, 
siendo esta última, quizás, la más significativa. 
El principal objetivo de esta tesis es la obtención y análisis de información cuali-
cuantitativa referida a las enfermedades infecciosas de etiología protista que se 
encuentren afectando a los principales himenópteros polinizadores de la 
superfamilia Apoidea (Apis mellifera y Bombus spp.) en Argentina, con énfasis en la 
Región Pampeana. Los objetivos particulares se basan en la detección,  aislamiento e 
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identificación de los protistas involucrados, la determinación de parámetros de 
presencia/ausencia y prevalencia de cada uno de ellos, y la evaluación de posibles 
saltos de hospedador entre especies del mismo o diferente género. 
El estudio se llevó a cabo entre marzo de 2006 y febrero de 2010. Se colectaron y 
examinaron ca. 400.100 individuos de A. mellifera provenientes de 36 localidades de 
ocho provincias y de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires. La región Pampeana se 
dividió en 5 zonas, intensificándose los muestreos en apiarios de las localidades 
correspondientes. También fueron colectados y analizados 581 individuos del género 
Bombus, pertenecientes a 7 especies de las 10 presentes en el país. Los muestreos se 
realizaron en 11 provincias y en la Ciudad Autónoma de Buenos Aires. 
Para la prospección y aislamiento de patógenos se utilizaron técnicas de disección 
y homogenización de los insectos. La detección, observación y caracterización de los 
patógenos se efectuó mediante microscopio compuesto (x400; x1000). La 
cuantificación de los patógenos se llevó a cabo con hemocitómetros y su medición, 
con micrómetros oculares. Para la obtención y procesado de material genético se 
siguieron metodologías de comprobada efectividad, en un marco cooperativo con el 
Laboratorio de Patología Apícola del Centro Apícola de Marchamalo, Junta de 
Comunidades de Castilla - La Mancha, España. 
Se detectaron cinco nuevos registros de protistas para Apidae en Argentina: 
[Nosema ceranae (Microsporidia), Nephridiophaga apis (Nephridiophagidae), 
Malpighamoeba mellificae (Amoebozoa), Crithidia bombi (Euglenozoa) y Apicystis bombi 
(Apicomplexa)]. Las tres primeras especies se hallaron en A. mellifera. Nosema ceranae, 
C. bombi y A. bombi fueron detectadas en especies de Bombus. 
La presencia de N. ceranae en A. mellifera se determinó a nivel molecular por 
primera vez en el país, aislándose de muestras provenientes de las regiones 
Pampeana, Mesopotámica y Patagónica. A partir de la secuenciación del gen 16sSSU-
RNAr se obtuvo una secuencia de consenso de 1.171 pares de bases. Asimismo, se 
reporta el hallazgo más austral de este microsporidio (General Conesa, Río Negro), el 
cual, si bien ampliamente disperso, se creía establecido solo en climas templado-
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cálidos. No se hallaron casos de N. apis, especie que se consideraba común en nuestro 
país. 
En base a colectas periódicas, se detallan y grafican los datos de 
presencia/ausencia, prevalencia y carga de esporos de N. ceranae en abejas de la 
región Pampeana obtenidos durante tres años. Se discuten las fluctuaciones 
observadas a lo largo del estudio y se comparan con datos preexistentes. Se exponen 
las características del Síndrome de Despoblamiento de Colmenas (S.D.C.), su 
eventual presencia en el país y los posibles factores involucrados. 
También mediante análisis moleculares se registró por primera vez a nivel 
mundial la presencia de N. ceranae en 49 individuos de tres especies de Bombus (B. 
atratus, B. morio y B. bellicosus), siendo ahora el segundo microsporidio conocido 
capaz de parasitar a este Género. Se presenta una secuencia de consenso de 211 pares 
de bases. Se evalúan la viabilidad y rol de Bombus como hospedador, y se discute 
acerca de la susceptibilidad de las especies involucradas así como de las posibles 
rutas de transmisión interespecífica entre especies de Bombus y A. mellifera. 
El hallazgo de Nephridiophaga apis presentado en esta tesis representa el segundo 
registro de este protista a nivel mundial. La localidad de detección fue Saavedra 
(Buenos Aires) y se lo registró en mayor proporción formando coinfecciones con 
Nosema ceranae que en forma individual. Fotomicrografías, medidas, y datos 
cuantitativos se aportan por primera vez. Se discuten las razones de su baja 
prevalencia así como los posibles sinergismos con otros patógenos. 
Se expone también el hallazgo de M. mellificae en abejas de Argentina, obtenido 
de muestras de San Cayetano (Buenos Aires) y  San Carlos de Bariloche (Río Negro). 
Esta especie fue registrada en forma individual o bien conjuntamente con N. ceranae. 
Se brindan los datos cuali-cuantitativos de dicho patógeno y se discute tanto su baja 
prevalencia como las posibles vías de ingreso al país. 
Teniendo como hospedador a la especie no nativa Bombus terrestris, se constató la 
presencia de Crithidia bombi y Apicystis bombi, dos nuevas especies para Argentina y 
Sudamérica. Ambas fueron detectadas en muestras de San Carlos de Bariloche (Río 
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Negro). Se brindan los datos cuali-cuantitativos de ambas especies y se discute el 
probable ingreso de éstas desde Chile. También se postulan potenciales factores que 
facilitarían la transmisión de estos patógenos a Bombus nativos. A raíz de casos aún 
no confirmados de Apicystis bombi en Apis mellifera, se plantea la importancia de la 
abeja como reservorio u hospedador alternativo de este patógeno. 
Posteriormente se analizan la factibilidad y los riesgos de un eventual 
intercambio de patógenos entre especies del mismo género o  incluso entre especies 
de Bombus y A. mellifera. Se comentan antecedentes, escenarios similares y amenazas. 
Por último se discuten perspectivas referidas a las poblaciones de polinizadores 
autóctonos en torno a la presencia y prevalencia de los protistas detectados. 
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Entomopathogenic protists (Protista) associated to pollinating apoids 
(Hymenoptera: Apoidea) of the Pampas region. 
 
ABSTRACT 
 
Hymenoptera is one of the three most diverse orders within the class Hexapoda. 
In this Order, the family Apidae contains 3,700 species. Its main importance relies on 
the role that most of their species play as pollinators. Both the honeybee (Apis 
mellifera) and bumblebees (Bombus spp.) have a worldwide distribution. Because of 
their role in pollination and the capacity to produce honey in A. mellifera, they are 
considered beneficial organisms. However there are large gaps in knowledge 
regarding the diseases that affect these insects, as well as the transmission of these 
diseases between different species of Apidae. 
Protists, unicellular eukaryotic organisms, commonly form symbiotic 
relationships with hexapods. Because of their condition, social insects tend to form 
varied parasitic-associations, and those related with protists in particular, often lead 
to chronic and debilitating diseases in their hosts causing serious long-term effects. 
Being Argentina one of the three countries with higher honey production in the 
world, there is a vast ignorance about the pathogenic protists of A. mellifera. 
Similarly, nothing is known about the organisms of the same etiology that are 
affecting species of Bombus. The effects that introduced species could have on native 
pollinators are also unknown. Therefore, a series of threats has been proposed to 
affect native populations including mainly competition, hybridization, and 
vehiculization of pathogens, the latter being perhaps the most significant. 
The main objective of this thesis is the obtention and analysis of qualitative and 
quantitative information on infectious diseases caused by protists on the main 
pollinators of the superfamily Apoidea (A. mellifera and Bombus spp.) in Argentina, 
with emphasis on the Pampas region. The specific objectives are the detection, 
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isolation, and identification of the involved protists, determination of parameters of 
presence / absence, and prevalence of each, and evaluation of possible host jumps 
between species of the same or different Genera. 
The study was carried out between March 2006 and February 2010. 
Approximately 400,100 individuals of A. mellifera from 36 locations in eight provinces 
and from Buenos Aires city were collected and examined. The Pampas region was 
divided into 5 zones, intensifying the sampling in apiaries of the corresponding 
locations. A total of 581 individuals of genus Bombus, belonging to seven of the 10 
species present in the country, were collected and analyzed. Sampling of bumblebees 
was conducted in 11 provinces and in Buenos Aires city. 
Dissection and homogenization techniques were used for prospection and 
isolation of pathogens. Detection, observation, and characterization of pathogens 
were performed under the compound microscope (x400; x1000). Quantification of 
pathogens was carried out with an haemocytometer, and measurements with ocular 
micrometers. For isolation and processing of genetic material, widely used 
methodologies were followed within a cooperative framework with the Laboratorio de 
Patología Apícola del Centro Apícola de Marchamalo, Junta de Comunidades de Castilla - La 
Mancha, España. 
The main result was the detection of five new records for Argentina: [Nosema 
ceranae (Microsporidia), Nephridiophaga apis (Nephridiophagidae) Malpighamoeba 
mellificae (Amoebozoa), Crithidia bombi (Euglenozoa) and Apicystis bombi 
(Apicomplexa)]. The first three species were found in A. mellifera, while C. bombi, A. 
bombi, and again N. ceranae, were detected in Bombus spp. 
The presence of N. ceranae in A. mellifera was determined at the molecular level 
for the first time in the country, isolated in samples from the Pampas, Mesopotamia, 
and Patagonia regions. A consensus sequence of 1,171 base pairs was obtained from 
sequencing 16sSSUrRNA gene. Also reported is the southernmost finding of this 
microsporidium (General Conesa, Río Negro), which was believed to flourished only 
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in warm temperate climates. No cases of N. apis we found, a species believed to be 
common in our country. 
Based on regular collections, data for parameters of presence / absence, 
prevalence, and spore loads of N. ceranae in honeybees from the Pampas region, 
obtained along three years, are listed and graphed. We discuss the fluctuations 
observed and compared them with existing data from other authors. The 
characteristics of the Colony Collapse Disorder (C.C.D.), their eventual presence in 
the country, and the possible factors involved are outlined. 
The molecular analysis also showed for the first time worldwide the presence of 
N. ceranae in 49 individuals of three species of Bombus (B. atratus, B. morio and B. 
bellicosus), being the second known microsporidian able to infect this Genus. A 
consensus sequence of 211 base pairs is presented. The feasibility and role of Bombus 
as an active host are evaluated. Susceptibility of the different species involved, and 
the possible routes of transmission between species of Bombus and A. mellifera are 
discussed. 
The detection of Nephridiophaga apis constitutes the second record of this protist 
worldwide. Saavedra (Buenos Aires) was the locality of detection, and the pathogen 
was in higher proportion forming co-infections with Nosema ceranae than alone. 
Photomicrographs, measurements, and quantitative data are presented for the first 
time in this thesis. Reasons for the low prevalence and possible synergism with other 
pathogens are debated. 
The finding of M. mellificae in honeybees of Argentina, obtained in samples from 
San Cayetano (Buenos Aires) and San Carlos de Bariloche (Río Negro), is presented. 
This species was recorded individually or jointly with N. ceranae, and qualitative- 
quantitative data about the pathogen are provided. Both, its low prevalence and 
possible routes of entry to the country are also discussed. 
Infecting non-native Bombus terrestris, the presence of Crithidia bombi and Apicystis 
bombi, two not previously known species in Argentina and South America, is 
reported. Both species were detected in samples from San Carlos de Bariloche (Río 
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Negro). Qualitative and quantitative data of the species are provided, and the 
possible entry of these pathogens from Chile is also discussed. 
Potential factors that could facilitate transmission of these pathogens to native 
Bombus are also postulated. Focusing in presumed cases of Apicystis bombi in Apis 
mellifera, the importance of the honeybee as a reservoir or alternate host for this 
pathogen is discussed. 
The feasibility and risks of an eventual exchange of entomopathogens among 
species of the same Genus or even among species of Bombus and A. mellifera are 
discussed. Finally, perspectives are presented, concerning native pollinator 
populations and their relationships with the presence and prevalence of the detected 
protists. 
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La Superfamilia Apoidea 
 
Resumen taxonómico1 
 
Dentro de los insectos, el orden Hymenoptera es uno de los más diversos, junto a 
Lepidoptera y Coleoptera (Nieves-Aldrey & Fontal-Cazalla, 1999; Fernández & 
Sharkey, 2006; Sharkey, 2007). El mismo comprende los subórdenes Shymphyta y 
Apocrita (Fig. 1), separados por rasgos morfológicos entre los que se destaca, en este 
último, la incorporación del primer segmento abdominal al tórax y de un estrecho 
peciolo formado por el segundo, desarrollando una “cintura de avispa” 
característica, que une el mesosoma con el metasoma o gaster (Fernández & Sharkey, 
2006). 
 
 
 
Figura 1 - Subórdenes de himenópteros. A) Symphyta. B) Apocrita (Vespoidea). C) Apocrita (Apoidea). (Fotos: M. 
Masón (A); F. Giambelluca (C)). 
 
                                                 
1 Debido a que el presente estudio no es de carácter sistemático ni evolutivo, para mayor detalle en estos aspectos véase Nieves-
Aldrey & Fontal-Cazalla (1999), Silveira et al. (2002), Fernández & Sharkey (2006), Michener (2007), Sharkey (2007). 
C 
B 
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Incluida en el suborden Apocrita, la superfamilia Apoidea (Fig. 1-C) (Alexander, 
1992; Melo, 1999; Danforth et al., 2006; Pilgrim et al., 2008) se considera actualmente 
como un grupo monofilético que se desglosa en otras dos divisiones, los 
Spheciformes y los Apiformes (Fig. 2). Este segundo grupo habría mostrado una 
gran radiación adaptativa paralela a la aparición y desarrollo de las angiospermas, 
contando con unas 20.000 especies (González, 2006). Dos de sus familias 
(Megachilidae y Apidae -incluyendo Antophoridae-) contienen las especies de mayor 
eficacia en la polinización, llamadas abejas de lengua larga (véase pág. siguiente) 
(Alexander & Michener, 1995; Silveira et al., 2002, Michener, 2007). Si bien las 
relaciones filogenéticas entre estos grupos es discutida (Roig-Alsina & Michener, 
1993; Silveira et al., 2002; Michener, 2007 y otros), en la presente tesis se seguirán las 
clasificaciones propuestas por Sharkey (2007), Michener (2007) y Williams et al. 
(2008c).   
 
 
 
 
 
 
Figura 2 – Relaciones entre los Apiformes. Se asume que la familia Crabronidae (Spheciformes) es su grupo 
hermano. Se resaltan en negrita las abejas de lengua larga (Adaptado de Michener, 2007). 
 
 
 
 
Melittidae s. l. 
Apidae Megachilidae Halictidae 
Andrenidae 
Stenotritidae Colletidae 
SPHECIFORMES APIFORMES 
Crabronidae 
Dasypodaidae 
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Las abejas de lengua larga: ápidos y megaquílidos 
 
Este clado engloba a las familias Apidae y Megachilidae, agrupadas en función 
de características en sus piezas bucales (Michener, 2007). Si bien Apidae contiene 
tribus de hábitos parásitos (Roig-Alsina & Michener, 1993; Silveira et al., 2002), ambas 
familias presentan diferentes caracteres morfológicos y comportamientos aparejados 
a una vida relacionada con la recolección de néctar y/o polen. Estructuras como 
corbículas, escopas, o glosas bien desarrolladas, permiten a estos insectos 
especializarse en la obtención y explotación de ambos recursos florales (Fernández & 
Sharkey, 2006).  
 
La familia Apidae 
 
Esta familia muestra una amplia distribución mundial e incluye unas 3.700 
especies (González, 2006). Si bien las relaciones filogenéticas dentro de la familia son 
controvertidas (Roig-Alsina & Michener, 1993; Silveira et al., 2002), se la divide en 33 
tribus distribuidas en tres subfamilias (Nates-Parra, 2006). Cuatro tribus integrantes 
de la subfamilia Apinae, en la que se focaliza el presente estudio, son conocidas 
como abejas corbiculadas debido a que las hembras presentan la escopa2 de cada 
pata modificada en una estructura tibio-tarsal compleja llamada corbícula (Fig. 3). 
Además, la mayoría de las especies presentan mayor o menor grado de sociabilidad 
(Noll, 2002; Nates-Parra, 2006; Michener, 2007). 
                                                 
2 Estructura pilosa, conformada por pelos cortos y firmes, de igual longitud, utilizada para la recolección de polen. 
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Figura 3 – Cara externa de la pata trasera izquierda de A. mellifera, en la que se indica la corbícula (Adaptado de 
www.hymatol.org). 
 
 
Un vínculo elemental de este grupo con el hombre radica tanto en la obtención de 
recursos de la explotación apícola como de la polinización, relacionando 
directamente los ecosistemas naturales con los agrícolas (Goulson, 2003; Nates-Parra, 
2006; Klein et al., 2007; Sharkey, 2007). Vale decir que, además de formar un 
componente principal de la biodiversidad por sí mismos, estos insectos son 
eslabones vitales en el sustento de numerosos grupos, incluido el ser humano 
(Nieves-Aldrey & Fontal-Cazalla, 1999). 
 
Los ápidos y la polinización. 
 
Se define a la polinización como la transferencia de estructuras sexuales 
masculinas (polen) desde una flor hasta el órgano femenino receptor (estigma) de la 
misma flor (autopolinización) o de otra (polinización cruzada) (Basualdo & 
Bedascarrasbure, 2003). Los polinizadores son aquellos agentes tanto físicos como 
biológicos que realizan o colaboran en dicha transferencia (Tabla I).  
De los numerosos agentes biológicos con potencial polinizador, las abejas 
corbiculadas son considerados los de mayor importancia (Proctor et al., 1996; 
Corbícula 
Tibia 
Fémur 
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Michener, 2007). Este servicio prestado por ellas, sean silvestres o domesticadas, 
sociales o solitarias, redunda en el mantenimiento de la diversidad vegetal así como 
en la producción de semillas y frutos (Nates-Parra, 2006). 
 
TIPO SUBTIPOS AGENTE POLINIZADOR 
ANEMÓFILA - - Viento 
HIDRÓFILA - - Agua 
MELITÓFILAS Himenópteros 
CANTARÓFILAS Coleópteros 
FALENÓFILA Lepidópteros nocturnos 
PSICÓFILAS Lepidópteros diurnos 
ENTOMÓFILA 
MIÓFILAS Dípteros 
ORNITÓFILA - Aves 
ZOÓFILA 
QUIROPTERÓFILA - Quirópteros 
ANTROPÓFILA - - Hombre 
 
Tabla I – Tipos de polinización y agentes polinizadores correspondientes (Faegri & van der Pijl, 1979; Proctor et al., 
1996). 
 
 
Flora apícola y recompensas florales 
 
Se denomina recompensa o recurso floral a los componentes de inflorescencias o 
de flores susceptibles de ser utilizados por animales y que, a causa de ello, aseguran 
repetidas visitas que conducirán a la polinización. La flora explotada específicamente 
por A. mellifera se conoce como flora apícola (Root, 1990). En lo que respecta a 
apoideos en general, las dos principales recompensas son el néctar y el polen. El 
primero suele ser el más importante, se obtiene libando los nectarios de la flor, y una 
vez conseguido es tratado enzimáticamente por el insecto para desdoblar azúcares y 
utilizarlo como fuente de carbohidratos. Como también contiene algunos 
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aminoácidos, se cree que también mediaría en el metabolismo del Nitrógeno 
(Michener, 2007). El recurso polinífero es recolectado como principal fuente proteica, 
aunque también aporta vitaminas y lípidos (Núñez, 1977; Root, 1990). Su abundancia 
estimula la postura de huevos por parte de la reina y, mezclado con néctar, forma 
parte esencial del alimento larval (Michener, 2007). 
De este modo, abejas (Apis spp.) y abejorros (Bombus spp.) visitan diferentes tipos 
de flores y transportan los recursos obtenidos a la colonia para su utilización y 
almacenamiento, conducta de forrajeo denominada pecorea (Root, 1990) (Fig. 4). 
Gracias a ello, la probabilidad que posee una especie floral de ser polinizada 
aumenta notablemente con la visita de estos insectos. La capacidad de los machos se 
vería reducida en este aspecto debido a su carencia de corbículas3 y de contar con un 
menor número de individuos por colonia. Por el contrario el mayor rango de vuelo 
que tendrían los machos con respecto a las hembras, al menos de abejorros, 
sustentaría la importancia de esta casta en la polinización y flujo génico de las 
especies vegetales involucradas (Kraus et al., 2009). 
 
 
 
Figura 4 – Forrajeo de Bombus atratus. A) Obrera sobre Vicia villosa Roth (Leguminoseae) con polen en sus 
corbículas. B) Macho sobre Hibiscus syriacus L. (Malvaceae) cubierto de granos de polen.  
                                                 
3 El polen transportado sería solo aquel que quedase adherido a sus pelos durante la búsqueda de néctar para su propia 
alimentación. 
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La Tribu Apini (Apinae) 
 
Biología y distribución  
 
El único género incluido en la tribu Apini es Apis, el cual incluye 11 especies 
(Michener, 2007). Tanto en Argentina como en la región Neotropical, la única 
presente es la abeja Apis mellifera L. 1758. Desde el siglo XVII, debido a 
introducciones hechas por el hombre, A. mellifera se distribuye en todo el mundo 
excepto a latitudes extremas (Nates-Parra, 2006; vanEngelsdorp & Meixner, 2010).  
Los adultos de Apis mellifera (Fig. 5) miden entre 1 y 2,5 cm. de largo, 
dependiendo la casta y la subespecie. Para nidificar forma panales de celdas 
hexagonales donde la reina ovipone. El aprovisionamiento de néctar y polen se lleva 
a cabo en celdas similares, generalmente periféricas a las primeras. Las colonias 
pueden llegar a contener 60.000 - 80.000 individuos (Nates-Parra, 2006). 
El complejo comportamiento social evidenciado por la división en castas (reinas, 
obreras y zánganos), la capacidad de comunicación entre los individuos (von Frisch, 
1974) y el polietismo etario de las obreras, hacen de este insecto uno de los más 
estudiados (Root, 1990). 
 
 
 
Figura 5 – Apis mellifera (obrera) pecoreando sobre Lavandula angustifolia Mill. (Lamiaceae). (Foto: F. Giambelluca). 
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Extracto de una carta datada en 1621, enviada a 
América desde la oficina inglesa de Virginia Company 
(K. Delaplane) 
Rol económico en Argentina 
 
Se desconoce cuándo, exactamente, 
fue introducida A. mellifera en América, 
pero los primeros relatos escritos sobre 
traslado de colmenas desde Europa datan 
de las primeras décadas del siglo XVII 
(Dr. Keith Delaplane, com. pers.). No 
obstante, algunos autores afirman una 
introducción previa, durante el establecimiento de irlandeses y noruegos en las 
costas de América entre los años 800 y 900 (Root, 1990). En Argentina, los registros 
más antiguos de la presencia de A. mellifera se remontan a 1827, al emplazar 
Bernardino Rivadavia colmenas en la región Pampeana, si bien es probable que 
estuvieran en el país desde principios del siglo XIX provenientes de misiones 
jesuíticas instaladas en Rio Grande do Sul, Brasil (Bierzychudek, 1979). 
Históricamente, la relevancia que ha tenido A. mellifera en Argentina radica en la 
obtención de miel. Las estadísticas al año 2009 muestran que los niveles productivos 
sitúan al país como el segundo productor mundial, solo precedido por China 
(SAGPyA, 2009) (Fig. 6). 
 
 
 
Figura 6 – Producción anual de miel argentina. A) Comparación con los principales productores mundiales. B) 
Evolución en toneladas de miel, desde 1996 a 2008. (Adaptado de SAGPyA, 2009). 
 
 
 “Wee have by this  
Shippe  sent…fruit  
trees, as also pigeons.… 
and bee hives… 
the preservation and  
increase hereof wee  
recommend unto you.” 
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La apicultura argentina ha experimentado una fuerte expansión, principalmente 
en la última década, con una consiguiente industrialización de la actividad otrora 
considerada artesanal. El volumen de miel producido anualmente ha aumentado en 
forma considerable, mostrando valores sostenidamente superiores a las 60.000 
toneladas (SAGPyA, 2009) (Fig. 6). Aunque relegadas a la expansión apícola como 
actividad productora de miel, también han surgido actividades paralelas basadas en 
la comercialización de otros productos, como jalea real, propóleos, polen, cera y 
material vivo (SAGPyA, 2009). 
Realizando otro enfoque sobre el potencial de este insecto, desde su introducción 
en Argentina, A. mellifera no solo resultó ser un ítem productor de gran importancia 
económica, sino también el polinizador de mayor efecto en extensas regiones del 
país. En la actualidad, A. mellifera probablemente represente el 60-95% de todos los 
polinizadores de las regiones templadas (Calatayud & Simó, 2001). Se ha estimado 
que la ganancia generada por una política productiva apuntada hacia la polinización 
de cultivos (incluyendo la producción de semillas) superaría los dividendos 
obtenidos por el comercio de miel y subproductos (Calatayud & Simó, 2001; Gordon 
& Davis, 2003; Committee on the Status of Pollinators in North America, 2007). 
En Argentina existen estudios ponderando la eficacia polinizadora de esta especie 
en la producción de vicia (Vicia villosa Roth), colza (Brassica napus L.), alforfón 
(Fagopyrum esculentum Moench) y cártamo (Carthamus tinctorius L.) (Martínez et al., 
2007, 2008). Desafortunadamente, no existen trabajos más abarcativos en este 
aspecto, ni proyectos tendientes a lograr una explotación intensiva de las abejas 
como insectos polinizadores, actividad aún subestimada en nuestro país (Martínez & 
Rodríguez, 1999; Ing. Ariel Guardia-López, com. pers.). 
 
Aspectos sanitarios 
 
En el plano sanitario, los estudios relacionados con A. mellifera en Argentina se 
han centrado clásicamente en dos agentes: el ácaro Varroa sp., desde su detección en 
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el país en 1976 (Montiel, 1978, 1980; Anderson & Trueman, 2000) (Fig. 7-A), y la 
bacteria Paenibacillus larvae, desde 1989 (Alippi & Nuñez, 1990, 1991), responsables 
de las enfermedades conocidas como Varroasis y Loque americano, 
respectivamente. Se estima que ambas enfermedades causan los mayores 
desequilibrios sanitarios en la industria apícola, no solo en Argentina, sino también 
en el resto del mundo (Bailey & Ball, 1991; Martin, 2001; Maggi et al., 2009) 
La enfermedad llamada Nosemosis es causada por dos especies del género 
Nosema (Microsporidia) y afecta a las formas adultas del insecto (Fig. 7-B). En los 
últimos años se ha indagado más profundamente acerca de la misma debido a su 
posible responsabilidad en el denominado Síndrome de Despoblamiento de 
Colmenas (S.D.C.) (Higes et al., 2007, 2008b; Martín-Hernández et al., 2007; pág. 91). 
En Argentina, pocos trabajos anteriores al presente estudio (Ringuelet, 1947; Cornejo 
& Rossi, 1974; Sarlo et al., 2002a, b, 2005) han aportado datos sobre la nosemosis. 
 
 
 
Figura 7 – Dos de los principales organismos causales de enfermedad en Apis mellifera en Argentina A) Varroa 
destructor (M.E.B., 50X; Foto: M. Maggi). B) Nosema ceranae (Escala = 5 µ). 
 
Otras enfermedades registradas en el país son la Ascosferosis o Cría yesificada, 
micosis producida por Ascosphaera apis (Plectomycetidae: Ascosphaerales), detectada 
en 1980 (Rossi & Carranza, 1980), Loque europea, bacteriosis causada por 
Melissococcus plutonius (M. pluton) y otras especies asociadas, en Argentina desde 
A B 
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1962 (Camugli, 1962) y la Acariosis traqueal, cuyo agente es Acarapis woodi (Acari: 
Tarsonemidae) (Ringuelet, 1947). También los virus de la parálisis aguda (ABPV, 
Acute Bee Paralysis Virus), de la parálisis crónica (CBPV, Chronic Bee Paralysis Virus) y 
de la cría ensacada (SBV, Sacbrood Bee Virus) se han registrado en el país 
recientemente (Reynaldi et al., 2010). 
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La Tribu Bombini (Apinae) 
 
Biología y distribución 
 
La tribu Bombini incluye solo al género Bombus (Arg.: abejorros, mangangáes), 
con 15 subgéneros y alrededor de 250 especies (Hines, 2008; Williams et al., 2008c). 
Son insectos sociales con generaciones de tipo anual, robustos, con un tamaño que 
oscila, con algunas excepciones, entre 9 y 25 mm. y que presentan pilosidad 
coloreada de negro, blanco, amarillo, anaranjado o rojo pálido (Abrahamovich et al., 
2005, 2007) (Fig. 8 - Tabla II). Al igual que A. mellifera, son insectos sociales con tres 
castas diferenciadas, solo que la organización de sus colonias no alcanza el mismo 
grado de complejidad, y éstas presentan un menor número de individuos 
integrantes, en general inferior a mil (Schmid-Hempel, 2001; Michener, 2007).  
La mayoría de las especies de Bombus son polilécticas, es decir que visitan a una 
gran diversidad de plantas para obtener sus recursos (Moure & Sakagami, 1962; 
Prouveau, 1984; Michener, 2007; Williams et al., 2008c) y, al parecer, todas comparten 
un ciclo de vida similar (Schmid-Hempel, 2001). Las reinas inseminadas entran en 
diapausa a mediados-finales de otoño, por lo general bajo la hojarasca, o 
eventualmente en huecos de árboles o edificios. Al inicio de la temporada templada 
finalizan su hibernación e inician la pecorea. Sus ovarios comienzan a completar su 
desarrollo de modo que buscan un sitio adecuado para anidar y dan inicio a la 
colonia colocando su primera tanda de huevos en una masa de polen que han 
preparado. Unas semanas más tarde, la primera generación de hijas obreras 
eclosiona y asume las tareas de la colonia recién fundada, entre las cuales se halla el 
cuidado de las próximas crías. Hacia la última parte de la temporada, la reina 
comienza a producir huevos que darán lugar a machos y a hembras sexualmente 
reproductivas. Éstos copulan fuera del nido y las futuras reinas ya inseminadas 
buscan un sitio para entrar en diapausa y recomenzar el ciclo. Los demás miembros 
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de la colonia perecen (Schmid-Hempel, 2001; Fernández & Sharkey, 2006; Michener, 
2007). 
Bombus se distribuye en mayor medida en las zonas templadas de América del 
Norte y Eurasia. En las regiones Neotropical y Andina se han registrado ca. 42 
especies en una amplia variedad de hábitats, desde el nivel del mar hasta cerca de 
4.400 metros de altura, en los Andes (Abrahamovich & Díaz, 2001; Abrahamovich et 
al., 2005, 2007). En nuestro país se han citado diez especies, incluidas en cuatro 
subgéneros (Torreta et al., 2006; Abrahamovich et al., 2007; Williams et al., 2008c). 
Ocho son nativas (B. atratus, B. bellicosus, B. dahlbomii, B. morio, B. baeri, B. brasiliensis, 
B. opifex y B. tucumanus) y ocupan gran parte del territorio nacional al Norte del 
estrecho de Magallanes, siendo B. atratus, B. morio y B. bellicosus las que muestran la 
distribución más extensa. Estas tres especies, junto a B. dahlbomii, han sido 
registradas en la región Pampeana (Abrahamovich et al., 2007). 
Bombus morio es una especie abundante, en especial en el Norte del país, en 
ambientes templado-cálidos; Bombus bellicosus se distribuye principalmente en las 
regiones Pampeana, Central y Mesopotámica del país; Bombus atratus es la especie 
más ampliamente dispersa en Argentina, probablemente debido a su tolerancia de 
los diferentes climas y altitudes. (González et al., 2004; Abrahamovich et al., 2005, 
2007) (Fig. 8 - Tabla II). 
Las especies B. ruderatus y B. terrestris (Fig. 8-B, C - Tabla II) no son nativas, y han 
sido registradas por primera vez en Argentina en los años 1996 y 2006, 
respectivamente (Roig-Alsina & Aizen, 1996; Torreta et al., 2006). En base a sendos 
hallazgos al noroeste de la Patagonia, se estima que ambas han ingresado desde 
Chile donde se las introdujo comercialmente a fines del siglo pasado como 
polinizadores (Arretz & Macfarlane, 1986; Goulson, 2003). 
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ESPECIE ORIGEN DISTRIBUCIÓN EN ARGENTINA 
B. (Thoracobombus) atratus Nativo 
Buenos Aires, Catamarca, Chaco, Córdoba, Corrientes, Entre Ríos, 
Formosa, Jujuy, La Rioja, Misiones, Salta, Santa Fe, Santiago del Estero, 
Tucumán, La Pampa, Mendoza, Neuquén, Río Negro, San Luis. 
B. (Cullumanobombus) baeri Nativo Salta, Tucumán, Catamarca, Jujuy, La Rioja. 
B. (Thoracobombus) bellicosus Nativo 
Buenos Aires, Córdoba, Corrientes, Chubut, Entre Ríos, La Pampa, 
Misiones, Río Negro, San Luis, Santa Fe, Santiago del Estero. 
Posiblemente Salta y Tucumán. 
B. (Thoracobombus) brasiliensis Nativo Misiones. 
B. (Thoracobombus) dahlbomii Nativo 
Neuquén, Chubut, Santa Cruz, Buenos Aires, Mendoza, Río Negro. 
Posiblemente Tierra del Fuego. 
B. (Thoracobombus) morio Nativo 
Salta, Tucumán, Misiones, Catamarca, Chaco, Corrientes, Formosa, 
Jujuy, Misiones, Salta, Santa Fe, Santiago del Estero, Tucumán. 
Posiblemente Buenos Aires y Córdoba. 
B. (Thoracobombus) opifex Nativo 
Catamarca, Salta, Córdoba, Formosa, Jujuy, La Rioja, Mendoza, Misiones, 
San Juan, San Luis, Santiago del Estero, Tucumán. 
B. (Cullumanobombus) tucumanus Nativo Salta, Tucumán, Catamarca, Jujuy. Posiblemente Buenos Aires, Misiones. 
B. (Megabombus) ruderatus Invasor Río Negro. 
B. (Bombus) terrestris Invasor Río Negro, Neuquén, Chubut. 
 
Tabla II – Especies del género Bombus en Argentina. En negrita las provincias con mayor abundancia de la 
especie (Abrahamovich et al., 2007; Williams et al., 2008c; Plischuk & Azparren, datos no public.). 
 
 
Si bien los límites de la actual distribución de estas dos últimas especies en el país 
se desconocen, registros fotográficos obtenidos en el año 2008 han captado a 
ejemplares de B. terrestris en la localidad de Trevelin (Chubut) (Plischuk & Azparren, 
datos no public.), distante más de 300 Km. al Sur del punto de detección original, San 
Martín de los Andes (Neuquén) (Torreta et al., 2006), y a ca. 200 Km. del punto de 
colecta de este estudio (San Carlos de Bariloche, Río Negro), en la misma dirección. 
Tampoco se descartan citas sin confirmar de su presencia sobre el paralelo 45,5 S, 
cercano al límite Chubut - Santa Cruz. 
En este sentido, estudios previos muestran una capacidad de dispersión de B. 
terrestris de 12,5 a 90 Km. anuales en Oceanía (Hopkins, 1914; Semmens et al., 1993; 
Macfarlane & Gurr, 1995; Buttermore, 1997; Hingston et al., 2002) y de 9 Km. anuales, 
en Chile, para B. ruderatus (Buttermore, 1997)4. 
                                                 
4 Pueden hallarse similares observaciones de otros autores (Mikkola, 1978; Inari et al., 2005; Nagamitsu et al., 2007) aunque sin 
estimar distancias precisas. 
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También existe consenso respecto de la capacidad de adaptación que posee B. 
terrestris para establecer sus poblaciones bajo diferentes condiciones ambientales, así 
como de la explotación de nuevos recursos florales (Hingston et al., 2002; Ruz, 2002; 
Goulson & Hanley, 2004; Velthuis & van Doorn, 2006; Morales, 2007a). 
Hingston et al. (2002) sugirieron, aún antes de su detección en nuestro país, la 
posibilidad de una exitosa invasión de B. terrestris debido a las similitudes 
geoclimáticas entre Argentina y parte de Oceanía. En forma análoga, Farji-Brener & 
Corley (1998) han analizado numerosas condiciones favorables que se presentarían 
para el éxito de poblaciones de la otra especie no nativa, B. ruderatus, en nuestro 
territorio. 
 
 
 
Figura 8 –  Cinco de las diez especies de Bombus presentes en Argentina. A) B. morio, B. bellicosus y  B. atratus: 
especies nativas. B) B. ruderatus y C) B. terrestris: especies invasoras. (Fotos: A. Abrahamovich (A); D. Goulson (B); A. 
Azparren (C)) 
 
 
C 
A 
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Rol económico en Argentina 
 
El papel de los abejorros del género Bombus es vital para la polinización de un 
sinnúmero de plantas, cultivadas o no, con una morfología floral que impida el 
libado de néctar por A. mellifera, o bien situadas en zonas con clima frío-húmedo 
(Heinrich, 1979; Lundberg, 1980; Fussell & Corbet, 1991; Dramstad & Fry, 1995). La 
importancia de Bombus como polinizador ha sido detallada en estudios de todo el 
mundo (Macfarlane et al., 1994; Morandin et al., 2001a, b; Higo et al., 2004; Morales, 
2007a), incluso citando su mayor potencial en este aspecto en relación a A. mellifera  
bajo determinadas condiciones (Freitas, 1998; Westerkamp, 1991; Stubbs & 
Drummond, 2001; Javorek et al., 2002). 
En Sudamérica, Chile ha incursionado en este sentido, con una política de 
introducción de especies a fines de polinizar cultivos de trébol (Trifolium spp.), 
tomate (Lycopersicum spp.), arándano (Vaccinium spp.) y frambuesa (Rubus spp.) 
(Estay et al., 2001, 2003; Ruz, 2002; Velthuis & van Doorn, 2006). Nuestro país no 
cuenta con tales políticas ni con estimaciones tendientes a cuantificar la polinización 
llevada a cabo por las poblaciones de Bombus existentes. Existen proyectos, sin 
embargo, basados en el manejo de Megachile rotundata (Apoidea: Megachilidae) en el 
límite pampeano-patagónico, introducido en el país en la década del ‘70 para 
optimizar la polinización de alfalfa (Medicago sativa L.) (Martínez, 2001). Se realizarán 
comentarios acerca de estos insectos en el Apéndice I. 
 
Aspectos sanitarios 
 
Aunque en otros países se investiga acerca de las dolencias que afectan a las 
poblaciones de Bombus, tanto protistas (Schmid-Hempel & Loosli, 1998; Imhoof & 
Schmid-Hempel, 1999; Larsson, 2007) como ácaros (Goka et al., 2001; Çankaya & 
Kaftanoglu, 2006) o nematodes (Macfarlane, 1975; Macfarlane & Griffin, 1990), hasta 
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el presente trabajo no existían estudios relacionados con las enfermedades 
infecciosas que puedan estar afectando a individuos de este género en Argentina. 
Por otra parte, es cada vez más frecuente la introducción de especies alóctonas de 
abejorros para optimizar la polinización en áreas determinadas o invernáculos.  
Goulson (2003) y Morales (2007a) han detallado las posibles implicancias ecológicas 
de este accionar: competencia con especies nativas por el recurso floral y sitios de 
nidificación, cambios en la producción de semillas de plantas nativas, polinización 
de malezas no nativas, potenciales consecuencias genéticas en la población local y 
transmisión de patógenos a organismos nativos. 
Ante el potencial ingreso de otros polinizadores exóticos a nuestro territorio, 
resulta de importancia conocer el estado sanitario de las poblaciones ya presentes en 
Argentina. 
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Los protistas y la relación patógeno-hospedador 
 
Los protistas 
 
Para la definición de este grupo se seguirán los enfoques de Hausmann et al. 
(2003) y Adl et al. (2005), quienes consideran a los protistas como un agrupamiento 
de microorganismos eucariotas unicelulares. 
Diversos protistas se hallan constituyendo simbiosis con insectos, las cuales se 
extienden desde el mutualismo y el comensalismo hasta el parasitismo (Tanada & 
Kaya, 1993; Undeen & Vávra, 1997). Anderson & May (1981) han definido claramente 
las condiciones necesarias para que un organismo parásito sea considerado como 
patógeno o microparásito. Según los autores, el mismo debe ser de tamaño diminuto 
(normalmente no visible a simple vista), poseer un tiempo generacional corto 
(significativamente menor que el de su hospedador) y exhibir una altísima tasa 
reproductiva dentro del individuo que lo aloja. En adelante se utilizarán los términos 
patógeno y microparásito en forma indistinta, y se adoptará el término hospedador 
para referirse al insecto que lo alberga. 
La acción de un patógeno sobre el hospedador generalmente altera las funciones 
o estructuras normales de un tejido, órgano o del cuerpo de este último, produciendo 
una enfermedad. La capacidad de un agente patógeno de producir dicha 
enfermedad se denomina patogenicidad (Onstad et al., 2006). El grado de 
patogenicidad se conoce como virulencia, la cual es cuantificable. Por lo tanto, 
pueden considerarse cepas más o menos virulentas dentro de una misma especie 
patógena. 
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Interacciones patógeno-hospedador 
 
La interacción entre patógenos y hospedadores es un fenómeno generalizado y se 
ha estimado que la mitad, o aún más de todos los organismos en la Tierra serían 
parásitos o patógenos (Price, 1980; Windsor, 1998).  
Los insectos sociales interactúan con una gran diversidad de especies de parásitos 
y parasitoides (Schmid-Hempel, 1998). Dentro de los protistas, cuatro grandes 
agrupamientos revisten mayor interés para el presente estudio, debido a que 
incluyen formas microparásitas de apoideos. Tales agrupamientos, llamados super-
grupos por Adl et al. (2005) son Amoebozoa, Opisthokonta, Chromalveolata y 
Excavata e incluyen a las amebas, hongos, gregarinas y flagelados, respectivamente.  
La alta densidad de los individuos dentro de la colonia, su relación física estrecha 
(contacto casual, comunicación, acicalamiento o grooming) y la trofalaxia5, 
características comunes en la mayoría de los apoideos, les permitiría poseer altas 
tasas de transmisión (Maddox, 1987; Fries & Camazine, 2001; Naug & Camazine, 
2002), especialmente en patógenos con transmisión de tipo horizontal [transferencia 
desde un individuo hospedador a otro, excepto desde progenitores directamente a la 
descendencia inmediata (Onstad et al., 2006)]. 
Al respecto, se cree que los hospedadores desarrollarían evolutivamente diversas 
formas para defenderse de los microparásitos o evitarlos, tales como los sistemas 
inmunológicos, la síntesis de compuestos químicos, y determinadas características 
comportamentales. Los patógenos, a su vez, permanecerían bajo una fuerte selección 
para elaborar las estrategias que superen estas protecciones. Esta constante 
interacción entre hospedador y patógeno generaría una presión de selección 
coevolutiva en la que los primeros son seleccionados apuntando a una resistencia 
más eficaz y los últimos de acuerdo a una mayor virulencia (Gilliam & Shimanuki, 
1966; Baer, 2000).  
                                                 
5 Mecanismo de intercambio de alimento o transferencia de feromonas, en el que los aparatos bucales de los insectos entran en 
contacto. Puede tener lugar entre dos adultos o entre adulto y larva. 
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En caso de que una especie parásita o patógena realice un pasaje desde su especie 
hospedadora original hacia otra y logre establecerse en la población de esta última 
formando una asociación de novo, se dice que ha realizado un salto de hospedador o 
host switch (Page, 1994; Shafer et al., 2009). Algunos ejemplos que involucran a los 
himenópteros abordados en la presente tesis son el de Varroa destructor (V. jacobsoni) 
desde A. cerana a A. mellifera (Oldroyd, 1999), el del virus de las alas deformadas 
(DWV, Deformed Wing Virus) desde A. mellifera a Bombus terrestris y B. pascuorum 
(Genersch et al., 2006), y el del protista N. ceranae desde A. cerana a A. mellifera 6 
(Higes et al., 2006a). 
 
Protistas patógenos de apoideos polinizadores. Antecedentes en Argentina 
 
Apis mellifera 
 
En lo que a protistas patógenos de A. mellifera respecta, si bien a escala mundial se 
conocen diferentes agentes, en Argentina el conocimiento es escaso. Hasta el año 
2006, se había detectado la presencia del género Nosema (Opisthokonta: Microspora)7 
(Ringuelet, 1947), pero no existían diagnosis precisas determinando si la especie en 
cuestión era N. apis Zander, 1909 ó N. ceranae Fries et al., 1996.  
Otros protistas con capacidad de afectar a A. mellifera se encuentran entre las 
amebas (Amoebozoa), las gregarinas (Chromalveolata: Apicomplexa), los flagelados 
(Excavata: Kinetoplastea) y los nefridiofágidos (Opisthokontha: Nephridiophagidae) 
(Maassen, 1916, 1919; Prell, 1926, 1927; Ivanić, 1937; Stejskal, 1965, 1972; Langridge & 
McGhee, 1967; Lipa & Triggiani, 1996). Ninguno de ellos ha sido hallado aún en 
Argentina. 
 
 
                                                 
6 Si bien se han registrado casos de N. ceranae parasitando otras especies de Apis (Botías et al., 2009; Chaimanee et al., 2010), 
aún no constan establecimientos fehacientes en la poblaciones de éstas. 
7 Véase la sección Discusión para más detalles en la posición sistemática de este grupo. 
Introducción 
 
S. Plischuk.  Protistas  entomopatógenos asociados a apoideos polinizadores de la región Pampeana 
-2010- 
30 
Bombus spp. 
 
En base a los conocimientos acerca de la fauna parasitaria protista asociada al 
género Bombus, se conocen afecciones principalmente por Nosema bombi 
(Opisthokonta: Microspora) y en menor medida por el flagelado Crithidia bombi 
(Excavata: Kinetoplastea) y la neogregarina Apicystis bombi (Chromalveolata: 
Apicomplexa) (Lipa & Triggiani, 1988, 1996; McIvor & Malone, 1995; Schmid-
Hempel & Loosli, 1998). Al momento, tampoco se han publicado aún datos relativos 
a Sudamérica ni a nuestro país. 
Una sanidad óptima en estos polinizadores reviste gran importancia para 
sostener las poblaciones existentes tanto en la región Pampeana como en las demás 
regiones del país. La primera etapa hacia ese logro es obtener un conocimiento 
acabado con respecto a su situación sanitaria actual. En este sentido, los protistas son 
responsables de una serie de enfermedades que pueden tener impacto negativo tanto 
a nivel individual como colonial (Cantwell, 1974; Fries, 1988; Bailey & Ball, 1991). 
Dado que las enfermedades causadas por estos agentes suelen ser de tendencia 
crónica y debilitante, es frecuente que pasen desapercibidas, sean desestimadas o 
incorrectamente diagnosticadas y, en consecuencia, indebidamente tratadas 
(Anderson & May, 1981; Brooks, 1988; Lange, 1996; Hausmann et al., 2003). 
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Hipótesis 
 
 Evaluando los citados antecedentes, sumados a la capacidad de dispersión 
propia de los apoideos y a su traslado por vías antrópicas, especies de 
protistas patógenos aún no detectadas en el país estarían actuando sobre 
las poblaciones de estos insectos. 
 
 Dada la afinidad filogenética entre los géneros Apis y Bombus, su 
comportamiento alimentario similar en sustratos comunes y la eficaz 
transmisión horizontal de la mayoría de los protistas entomopatógenos 
(Schmid-Hempel, 2001; Ruiz-González & Brown, 2006), existe la 
posibilidad de que uno o más de estos últimos actúen sobre especies de 
ambos géneros, y que introducciones o invasiones de apoideos no nativos 
puedan obrar como fuente de enfermedades previamente ausentes en el 
país. 
 
 
 
Objetivos 
 
En la presente tesis se propone como principal objetivo obtener y analizar 
información cuali y cuantitativa referida a las enfermedades infecciosas de 
etiología protista que se encuentren afectando a los principales himenópteros 
polinizadores de la superfamilia Apoidea (Apis mellifera y Bombus spp.) en 
Argentina, con énfasis en la Región Pampeana. 
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Como objetivos particulares se proponen: 
 
 Detectar la presencia de protistas entomopatógenos en Apis mellifera y en 
especies de Bombus, tanto nativas como exóticas. Aislar los protistas 
detectados. 
 
 Identificar los microparásitos detectados. Determinar la 
presencia/ausencia y los valores de prevalencia de cada uno de ellos. 
Realizar estudios de tipo observacional descriptivo.  
 
 Explorar la factibilidad de que especies de Bombus actúen como 
reservorios de protistas entomopatógenos capaces de afectar a otras 
especies, en especial a Apis mellifera. Recíprocamente, evaluar la 
posibilidad de que protistas introducidos con A. mellifera o con otros 
apoideos alóctonos puedan estar afectando a apoideos nativos. 
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Zona de estudio 
 
Límites 
 
El presente estudio se realizó basado en colectas llevadas a cabo en la región 
Pampeana argentina, aunque también se presenta información relativa a muestreos 
realizados fuera de la misma, pero con especies que habitan o podrían estar 
habitando dentro de sus límites. Esta región incluye casi en su totalidad a la 
provincia de Buenos Aires, Sur de las provincias de Entre Ríos y Santa Fe, sudoeste 
de la provincia de Córdoba, y Este de la provincia de La Pampa (Fig. 9). Sus límites 
se establecieron aproximadamente entre los 30 y 39 grados de latitud Sur, 
denominándola Provincia de La Pampa (Morrone, 2001) o Pampeana (Cabrera, 
1971). 
 
Figura 9 – Regiones geográficas de la República Argentina. En verde, la región Pampeana. (Adaptado de 
Cabrera, 1971) 
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Relieve 
 
El relieve es llano o poco ondulado, excepto en sus dos sistemas serranos más 
importantes, Tandilia (524 msnm) y Ventania (1.239 msnm). Los ríos Salado, 
Samborombón, Matanza, Luján, Reconquista y otros, irrigan la provincia de Buenos 
Aires. Se asocian lagunas como Mar Chiquita, Chascomús, Alsina, Epecuén y Lobos 
(Frenguelli, 1950, 1956). 
 
Clima 
 
El clima es templado cálido con una temperatura media anual que oscila entre 13 
y 17 °C, sin una época de lluvias definida. Las precipitaciones medias disminuyen 
desde 1.100 a 400 mm. anuales de Norte a Sur y de Este a Oeste, formando una 
marcada división entre pampa húmeda y pampa seca (S.M.N., 2007). 
 
Flora 
 
La comunidad vegetal preponderante es la estepa de gramíneas, dominando los 
géneros Stipa, Piptochaetium, Aristida, Melica y Poa (Cabrera, 1971). De todos modos la 
flora primitiva u original de esta región ha sido alterada o sustituida casi en su 
totalidad por cultivos de soja, girasol, alfalfa, maíz, trigo y otros, tornándola, excepto 
zonas menores, en un agroecosistema (Morrone, 2001; Murphy, 2008).  
De este modo, la vegetación original sumada a la implantada hacen que la flora 
apícola (Pág. 14) presente en toda esta región se diversifique, y la descripción de la 
misma varíe dependiendo de las zonas en estudio. Sin embargo, generalizando, se 
mencionan las familias Fabaceae y Asteraceae, así como Myrtaceae, Salicaceae, 
Rosaceae, Brassicaceae, Oleaceae y Rutaceae como las más visitadas por A. mellifera. 
(Para mayor detalle en este aspecto véase Tellería, 1988, 1992, 1996; Screpis et al., 
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1995; Valle et al., 1995, 2000; Andrada et al., 1998a, 1998b; Faye et al., 2002; Fagúndez, 
2003; Basualdo et al., 2006). 
Las familias florales visitadas por las diferentes especies nativas de Bombus en 
Argentina se detallan en los estudios de Abrahamovich et al. (2001, 2007). Especies de 
Asteraceae, Fabaceae y Solanaceae parecen ser las más utilizadas por estos insectos. 
Secundariamente, y dependiendo de la especie de Bombus en cuestión, se relacionan 
con las familias Myrtaceae, Lamiaceae, Bignoniaceae y otras en menor medida.  
En lo que respecta a las especies de Bombus invasoras, se cita a las familias 
Fabaceae (especialmente), Alstromeriaceae, Rosaceae, Boraginaceae, Asteraceae e 
Hidrophyllaceae como las más frecuentadas por B. ruderatus (Goulson & Hanley, 
2004; Abrahamovich et al., 2007) y a Salicaceae, Asteraceae, Rosaceae, Ericaceae, 
Solanaceae y Convolvulaceae como las mejores opciones para B. terrestris (Aupinel et 
al., 2001; Rasmont et al., 2008). Sin embargo, existe consenso en que esta última 
especie exhibe un comportamiento altamente poliléctico, con lo cual es capaz de 
adecuar su forrajeo a la flora local y aumentar su capacidad de adaptación (Goulson 
& Hanley, 2004. Véanse también las páginas 23 y 24). 
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Obtención de muestras 
 
 Apis mellifera 
 
Las colectas se realizaron en 37 localidades del país (n = 2.503 muestras), entre 
abril de 2006 y enero de 2010 (Figs. 11/12 - Tabla III) siguiendo técnicas clásicas de 
captura (L’Arrivée, 1963a; Fries, 1988). Las mismas se clasificaron en tres categorías 
dependiendo de su origen: 
 
I) Muestras periódicas provenientes de apiarios 
  
A fin de recabar datos de colmenares expuestos a las diferentes condiciones 
existentes en la región Pampeana, se dividió a la misma en 5 zonas denominadas 
Noroeste, Noreste, Central, Sudoeste y Sudeste (Fig. 10)8. 
Se llevaron a cabo muestreos periódicos en 1 – 5 apiarios de cada zona. Los 
mismos se efectuaron con un intervalo de 30 (± 7) días (Doull, 1961; Martín-
Hernández et al., 2007) desde el 1º de mayo de 2006 hasta el 1º de marzo de 2009, 
conformando tres temporadas de muestreo (1º de mayo de 2006 a 1º de febrero de 
2007; 1º de abril de 2007 a 1º de febrero de 2008; 1º de abril de 2008 a 1º de marzo de 
2009). 
De cada zona se escogieron 10 - 15 colmenas9 afectadas por diferentes condiciones 
(e.g.: orientación, horas de sombra, ubicación en el colmenar, grado de exposición a 
los vientos predominantes, etc.) distribuidas en él o los apiarios8 elegidos. Cada 
colmena fue marcada a principios de la temporada y no fue reemplazada, movida, ni 
medicada durante la misma. Las colmenas elegidas recibieron igual manejo en los 
demás aspectos productivos que las restantes colonias del o los apiarios.  
                                                 
8 Véase el Apéndice II para información detallada de cada uno de los colmenares monitoreados. 
9 Los términos colmena y colonia se utilizarán en forma indistinta en el presente estudio, así como apiario y colmenar. 
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Cada muestra de este tipo [n = 2.409 (ca. 385.440 abejas)] constó de 150 - 200 abejas 
adultas provenientes de una colmena, y obtenidas de la parte interna superior de la 
misma (Moeller, 1956; Langridge, 1961; Fries, 1988)10 (Fig. 12). 
Excepto en la última temporada, no se tomaron muestras a principios del mes de  
marzo, lapso utilizado para seleccionar los colmenares a monitorear en la siguiente 
temporada, el cual coincide con el período apícola de “post-cosecha” empleado por 
los apicultores para medicar y reorganizar sus colonias (Root, 1990). 
  
 
 
 
Figura 10 – Región Pampeana. Localidades con apiarios monitoreados periódicamente. 
 
 
                                                 
10 Algunos autores han analizado diferencias relacionadas con la detección de esporos de Nosema dependiendo del lugar donde 
sea tomada la muestra. Los niveles de infección serían mayores si ésta se obtiene en la entrada de la colmena (piquera) 
colectando solo abejas obreras que retornan de su pecorea (L’Arrivée, 1963a, b; Sarlo et al., 2005 y otros). 
En estudios de monitoreo a largo plazo, el escaso o nulo vuelo que tendrían estas obreras en épocas de baja temperatura 
obligarían a retirar la muestra desde otro sitio en una o más oportunidades pudiendo generar un sesgo en los datos (Jaycox, 
1960; Fingler et al., 1982). Como el porcentaje de abejas infectadas [parámetro que brinda mayor información sobre el estado 
sanitario de la colmena (Martín-Hernández et al., 2009b)] no sufriría una variación significativa (Gajda, 2009), y el estudio no se 
limita a la nosemosis, la metodología detallada en esta tesis asegura una homogeneidad en la toma de muestras y evalúa 
sistemáticamente todo el espectro poblacional de la colonia (Razmaraii & Karimi, 2010). 
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Zona Noreste: Se colectaron muestras de las localidades de Tigre y de Lobos. En 
ésta última localidad, se tomaron muestras las dos primeras temporadas, no así en la 
última. 
 
Zona Noroeste: Fueron monitoreados apiarios de 3 localidades diferentes en 
sendas temporadas [Roosevelt (2006-07), Pehuajó (2007-08) y Rufino (2008-09)]. 
Desafortunadamente, eventos ajenos al estudio11 impidieron la toma de muestras en 
las dos últimas temporadas tanto en Pehuajó como en Rufino, de modo que esta zona 
fue excluida del análisis correspondiente a los períodos citados. 
 
Zona Central: Se monitorearon apiarios en el partido de Olavarría durante las tres 
temporadas, y en Sierra Chica en la temporada 2006-07. 
 
Zona Sudeste: Se analizaron datos tomados en Necochea (primera temporada) y 
en San Cayetano, las dos temporadas restantes. 
 
Zona Sudoeste: Se registraron datos de las localidades de Dufaur (partido de 
Saavedra) durante las dos primeras temporadas y de Mayor Buratovich (partido de 
Villarino) durante la última de ellas. 
 
 
II) Muestras aperiódicas provenientes de apiarios 
 
Adicionalmente se analizaron y registraron muestras provenientes de colmenas 
con algún tipo de sintomatología inespecífica [n = 90 (14.400 abejas)]. Las mismas 
provinieron de diferentes localidades y fueron colectadas con idéntica metodología, 
pero sin monitoreo. 
                                                 
11 A mediados de julio de 2007 se registró el paso de un viento huracanado en Pehuajó, el cual arrastró las colmenas a 
monitorear. En agosto de 2008 una serie de incendios rurales consumieron numerosas hectáreas en Rufino, incluyendo los 
apiarios analizados. 
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III) Muestras de abejas pecoreadoras 
 
Fueron colectadas abejas pecoreadoras de diferentes localidades. Cada muestra 
de este tipo [n = 4 (160 abejas)] constó de no menos de 25 abejas (Jaycox, 1960; 
L’Arrivée, 1963b; Fingler et al., 1982) de origen desconocido capturadas en un radio 
no mayor a 3 Km. 
 
El traslado de las muestras hasta el laboratorio se realizó en etanol 70° o bien se 
transportaron los insectos vivos en viales cilíndricos de acetato traslúcido (largo: 20 
cm.; diámetro: 5 cm.) con extremos perforados. 
 
Bombus spp. 
 
Los muestreos de abejorros se llevaron a cabo desde el inicio de la primavera 
hasta mediados del otoño, durante los períodos 2005-06, 2006-07, 2007-08 y 2008-09. 
Se colectaron un total de 581 insectos de este género, de siete especies diferentes. 
Sus localidades de procedencia (29) pertenecieron a 11 provincias y a la Ciudad 
Autónoma de Buenos Aires. Las mismas se muestran en la figura 11 y se detallan en 
la tabla IV. 
Los insectos se colectaron individualmente mediante redes entomológicas o con 
viales cilíndricos de acetato traslúcido (largo: 20 cm.; diámetro: 5 cm.) con extremos 
perforados (Lipa & Triggiani, 1996) (Fig. 12). 
 
 
Conservación e identificación de los especímenes. 
 
Todos los insectos colectados fueron conservados en etanol 70°, exceptuando los 
capturados vivos, que fueron congelados (- 32 °C). La posterior identificación se 
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realizó mediante claves (Abrahamovich et al., 2005, 2007; Fernández & Sharkey, 2006; 
Roig-Alsina, 2008). 
 
 
PROVINCIA LOCALIDAD ORIGEN N 
- Ciudad Autónoma de Buenos Aires III 1 
Colonia hinojo II 2 
Coronel Suárez III 1 
Ingeniero Maschwitz II 14 
La Plata II 2 
Lobería I 105 
Lobos I, II 334 
Mayor Buratovich I 187 
Olavarría I 491 
Pehuajó I 45 
Ranchos III 1 
Rivadavia I 140 
Saavedra I 260 
Saladillo II 3 
San Cayetano I 323 
Sierra chica I 100 
Buenos Aires 
Tigre I 370 
Cruz alta II 4 
General Roca II 2 
Las varillas II 2 
Los surgentes II 2 
Córdoba 
Tortugas II 2 
Corrientes Paso de los libres II 9 
Entre ríos Federación II 6 
Macachín II 6 
La Pampa 
Santa Rosa II 3 
General Conesa II 6 
Río negro 
San Carlos de Bariloche III 1 
Armstrong II 2 
Esperanza II 2 
Humboldt II 1 
Rufino I 64 
Santa fe 
 
Villa Eloísa II 2 
La higuera II 3 
San Pedro II 3 
Santo Domingo II 2 
Santiago del 
Estero 
Villa Robles II 2 
 
Tabla III – Localidades de colecta de Apis mellifera (Abril 2006 – Enero 2010). La columna ORIGEN detalla el 
tipo de muestra tomada en cada caso: (I) Muestras periódicas provenientes de apiarios; (II) Muestras 
aperiódicas provenientes de apiarios; (III)  Muestras de abejas pecoreadoras. La columna N indica el número 
de las mismas.
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PROVINCIA LOCALIDAD 
ESPECIES 
COLECTADAS 
n 
- Ciudad Autónoma de Buenos Aires B. atratus 2 
Gral. Madariaga B. bellicosus 1 
Isla Martín García B. atratus 1 
B. atratus 110 
B. morio 2 La Plata 
B. bellicosus 6 
Lobos B. atratus 8 
B. atratus 42 
San Miguel 
B. bellicosus 3 
Buenos Aires 
Tigre B. atratus 2 
Cerro blanco B. opifex 1 
B. atratus 1 
La Falda 
B. bellicosus 1 
B. atratus 4 
Córdoba 
Santa Rosa de Calamuchita 
B. bellicosus 5 
Corrientes P. N. Mburucuyá B. morio 3 
Entre Ríos Victoria B. atratus 1 
B. atratus 15 
Calilegua 
B. morio 4 
B. atratus 4 
Jujuy 
El Carmen 
B. morio 2 
La Rioja Anillaco B. atratus 2 
Misiones Montecarlo B. morio 1 
B. dahlbomii 1 
Río Negro Bariloche 
B. terrestris 114 
Rosario de la frontera B. atratus 4 
Las viñas B. morio 1 
B. atratus 6 
Salta 
Yatasto 
B. morio 1 
B. atratus 51 
B. bellicosus 7 San Luis Merlo 
B. opifex 6 
B. atratus 14 
Famaillá 
B. morio 4 
Horco molle B. atratus 5 
B. atratus 27 
La reducción 
B. morio 9 
B. atratus 15 
Manantial 
B. morio 4 
Racó B. morio 4 
B. atratus 12 
San Javier 
B. tucumanus 2 
Siambón B. opifex 1 
B. atratus 57 
B. morio 10 
B. opifex 1 
Tucumán 
Tafí viejo 
B. tucumanus 4 
 
Tabla IV – Localidades de colecta de Bombus spp. (Septiembre 2005 – Junio 2009). La columna n indica el 
número de individuos colectados.
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Figura 11 – Sitios de colecta en Argentina. () Muestras de Apis mellifera. () Muestras de Bombus spp. 
 
N 
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Análisis de laboratorio 
 
Procesamiento y microscopía óptica 
 
Apis mellifera 
 
Estimación de prevalencias: Para la detección de los protistas y estimación de sus 
prevalencias se empleó la técnica de homogenización individual de insectos enteros 
en 2 ml. de agua bidestilada y observación de alícuotas de los homogenatos 
resultantes con microscopía de contraste de fases x400 ó x1000 (Fries, 1993; Lange & 
Henry, 1996; Undeen & Vávra, 1997; Topolska & Hartwig, 2005). Paralelamente se 
utilizaron diferentes técnicas de disección y examen de tejidos y órganos (Chapman, 
1971; Cornejo & Rossi, 1974; Larsson, 2007) (Fig. 12). 
Se analizaron 100 individuos por muestra, considerándose positiva a la misma si 
al menos una abeja presentaba microparásitos. En todos los casos, las prevalencias se 
indican en porcentajes (%) [Se indica ± error standard (ES) de ser necesario]. 
Los patógenos hallados se midieron con un micrómetro ocular [las medidas se 
indican como promedio en micras (µ) ± ES y rango] y se fotografiaron bajo 
microscopía de contraste de fases a partir de preparaciones frescas con solución 
salina (Poinar & Thomas, 1984). Ante la presencia de protistas esporogénicos, se 
evaluó su naturaleza induciendo la extrusión del filamento polar de los esporos 
mediante soluciones salinas [buffer de pH 7,4 o solución de hidróxido de potasio al 
10% (KOH)] y/o tratamientos de hidratación/deshidratación (Keeling & Fast, 2002; 
Bath & Nataraju, 2007). 
 
Cálculo de cargas parasitarias: La estimación de las cargas parasitarias se realizó 
mediante conteos en cámara de Neubauer en forma individual, según Undeen & 
Vávra (1997). Dichos valores se expresan como carga promedio de patógenos ± ES y 
rango. 
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Para la cuantificación de microsporidios en muestras periódicas provenientes de 
apiarios, se utilizó una técnica compuesta (L’Arrivée, 1963b; Fries, 1988), 
homogenizando 60 ejemplares en 60 mililitros de agua bidestilada y obteniéndose, 
mediante conteos en cámaras de Neubauer, el número de esporos por mililitro de 
suspensión (Cantwell, 1970; Fries, 1988; Undeen & Vávra, 1997). Convencionalmente, 
el valor obtenido se expresa como número medio de esporos/abeja (Cantwell, 1970;  
Fingler et al., 1982; Fries, 1988). Esta interpretación resulta correcta en caso de que 
todas las abejas procesadas (60) se encuentren infectadas, siendo apropiada en 
ensayos experimentales cuando el total de los insectos han sido inoculados y se 
conoce previamente que la prevalencia es de 100% (e.g.: Paxton et al., 2007). En caso 
contrario, unas pocas abejas con infecciones de gran desarrollo podrían brindar los 
mismos valores que muchas abejas con infecciones leves (Fries, 1988). 
En estudios de campo, al desconocerse la prevalencia, esta interpretación de los 
resultados ayuda a brindar rápidamente una imagen orientativa del estado general 
de la colmena analizada (Doull, 1965), pero su acepción sería la mayoría de las veces, 
incorrecta y debería adoptarse la expresión de esporos/ml. 
Por lo tanto, en el presente trabajo se aplicó la siguiente fórmula 
 
                                                            (nº de esporos /ml.) X (60 ml.) 
                                                            (prevalencia [nº de abejas infectadas en 60]) 
 
la cual calcula las cargas medias de patógenos o número de esporos por abeja 
[esporos/abeja], una vez que se conoce la prevalencia de la infección (Véase Moeller, 
1956; Jaycox, 1960; Kauko et al., 2002). 
 
Bombus spp. 
 
En el caso de los abejorros, cada ejemplar se analizó en forma individual, 
disecándoselo ventralmente bajo lupa estereoscópica. En primer lugar se retiraron 
Carga media de esporos/abeja = 
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uno o dos esternitos abdominales y se tomaron muestras de tejido graso, muscular, 
epidérmico y traqueolas, mediante raspado. Se añadió una gota de solución salina 
(Poinar & Thomas, 1984) y se examinó el preparado en fresco con microscopio (x400, 
x1000) antes de proseguir con la prospección de los órganos internos. Luego se 
removieron los túbulos de Malpighi y se procedió de igual forma. Por último se 
examinaron las distintas porciones del tubo digestivo (Gillott, 2005; Larsson, 2007). 
En ocasiones se recurrió a técnicas de tinción Giemsa (Wang et al., 1991; Undeen & 
Vávra, 1997). 
Luego de la evaluación por disección, en caso de resultado negativo, los restos de 
cada espécimen fueron homogeneizados en 2 ml. de agua bidestilada y examinados 
nuevamente al microscopio. 
En ocasiones en las que se hallaron formas parasitarias, tanto la medición de las 
mismas y su fotografiado como la cuantificación de la infección, se realizaron según 
lo descripto para A. mellifera. 
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Figura 12 – Métodos de colecta y procesamiento de material. A) Muestreo de Bombus en cultivo de tomate 
bajo cubierta. B) Disección de Apis mellifera [E: Escleritos metasomales; BM: Buche melario; TD: Tubo 
digestivo medio y posterior con sus anexos]. C) Homogenizador. D) Vara homogenizadora (pilón) de teflón y 
tubo de homogenizado (Escala = 5 cm). 
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Análisis moleculares 
 
Los análisis moleculares se llevaron a cabo en un marco cooperativo con el 
Laboratorio de Patología Apícola del Centro Apícola de Marchamalo, Junta de 
Comunidades de Castilla - La Mancha, España, dirigido por el Dr. Mariano Higes-
Pascual. 
 
Aislamiento de esporos 
 
Se aislaron 20 muestras de microsporidios a partir de A. mellifera (obreras) 
provenientes de 15 localidades distribuidas en seis provincias: 13 muestras de 
Buenos Aires [(Saavedra (3), Lobos (3), Pehuajó (2), Sierra Chica (1), Olavarría (1), La 
Plata (1), Tigre (1) y San Cayetano (1)]; dos muestras de Córdoba [(Cruz Alta (1), 
General Roca (1)]; dos de Santa Fe [(Armstrong (1), Villa Eloísa (1)]; una de Río 
Negro (General Conesa); una de Entre Ríos (Federación); una de Corrientes (Paso de 
los libres) (Fig. 15). También se aislaron 51 muestras de microsporidios a partir de 
diferentes especies de Bombus, pertenecientes a cuatro diferentes provincias: 33 
muestras de Buenos Aires [(San Miguel (23), La Plata (9) y Lobos (1)]; diez de 
Tucumán [(La Reducción (5), Famaillá (3), El manantial (1) y Tafí viejo (1)]; seis de 
Jujuy (Calilegua); dos de San Luis (Villa de Merlo). Las castas analizadas se detallan 
en la figura 19. 
Una vez obtenidas las suspensiones esporales mediante homogenización de 
tejidos infectados en agua bidestilada, se procedió a purificarlas mediante tres 
centrifugaciones (15 min. a 2.200 g) alternadas con filtrados (Lange & Henry, 1996; 
Undeen & Vávra, 1997). Posteriormente, y hasta la realización de los análisis 
moleculares, 2 ml. de cada una de ellas se conservaron en viales plásticos estériles a    
-32° C. 
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Se realizó en todos los casos un análisis adicional al microscopio de contraste de 
fases a fin de observar la refringencia de los esporos, característica indicadora de la 
viabilidad de los mismos (Bhat & Nataraju, 2007; Sokolova et al., 2008). 
 
Obtención del material genético. 
 
Para la obtención del material genético, 400 µl. de cada una de las suspensiones 
purificadas fueron colocadas en viales estériles ad-hoc junto a esferas cerámicas 
MagNA Lyser Green Beads (Roche 03 358 941 001). Se procesaron en un bead-beater 
Lyser Magna (Roche) a 9.500 RPM durante 95 segundos, a fin de destruir los esporos 
y el ADN presente fue extraído mediante un kit de aislamiento MagNA Pure Compact 
Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche 037 730 964 001) en un equipo MagNA Pure Compact 
(Roche). 
 
Diseño de primers 
 
En el análisis de esporos aislados a partir de Bombus, para descartar o confirmar la 
presencia de Nosema bombi, única especie de microsporidio citada al momento para 
este género (Schmid-Hempel, 2001; Larsson, 2007), debieron diseñarse los primers 
específicos BOMBICAR (Plischuk et al., 2009).  
Se optó por la búsqueda y amplificación de un locus del gen 16S que codifica la 
subunidad pequeña de ARN ribosomal (SSU-rRNA) de N. bombi, debido a que estas 
secuencias son considerablemente conservadas en cada especie (Martín-Hernández 
et al., 2007). Fueron seleccionadas 62 secuencias depositadas previamente en los 
registros del National Center for Biotechnology Information (NCBI GenBank). Se 
exceptuaron aquellas que contenían un alto número de ambigüedades. Las 
secuencias fueron alineadas utilizando el programa ClustalW 
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) a fin de identificar las posiciones polimórficas 
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(SNP’s). Luego se obtuvo una secuencia de consenso para N. bombi y posteriormente 
fueron diseñados primers específicos para esta especie.  
Para el diseño de los mismos se tuvo en cuenta que las secuencias a amplificar 
fueran de diferente longitud que las de N. apis [321 pares de bases (p.b.)] y N. ceranae 
(218 p.b.), a fin de ejecutar las tres amplificaciones en un solo proceso (Triplex-PCR) y 
poder separarlas por electroforesis en gel de agarosa. Además, la secuencia de los 
primers debía ser la adecuada para alinearse con el ADN buscado a la misma 
temperatura que los correspondientes a N. apis y N. ceranae (≅ 61° C). Por último, se 
optó por los primers que produjesen una secuencia de ADN breve, a fin de aumentar 
la probabilidad de una amplificación exitosa en muestras mal conservadas.  
BombiCAR-F 5'-GGCCCATGCATGTTTTTGAAGATTATTAT-3' y BombiCAR-R 
'5'-CTACACTTTAACGTAGTTATCTGCGG-3’ fueron los primers seleccionados, con 
un tamaño de amplicón esperado de 101 p.b. Para corroborar la especificidad con N. 
bombi de la secuencia a generar se obtuvo una correspondencia específica casi exacta 
utilizando el programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 
Por último, una vez que se comprobó la correcta hibridación y especificidad de 
los primers, se estableció una temperatura óptima de alineamiento de 58,1° C.  
 
Amplificación 
 
En el caso de muestras aisladas de A. mellifera, luego de obtenido el material 
genético, se utilizó la técnica de amplificación de tipo Duplex-PCR, recomendada por 
la O.I.E. (2008) para este tipo de exámenes debido a su sensibilidad y especificidad. 
Se utilizaron los primers  321APIS y 218MITOC para la determinación de N. apis y N. 
ceranae, respectivamente (Martín-Hernández et al., 2007; Higes et al., 2007, 2008b).  
La técnica utilizada en el análisis de las muestras aisladas de Bombus spp. fue de 
tipo Triplex-PCR (Martín-Hernández et al., 2007; Higes et al., 2008b), utilizando los 
primers 321APIS, 218MITOC y BOMBICAR para la determinación de N. apis, N. 
ceranae y N. bombi, respectivamente (Plischuk et al., 2009). 
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Todas las reacciones de amplificación por PCR se llevaron a cabo en un 
Mastercycler® ep gradient S (Eppendorf) en volúmenes de 50 µl., utilizando una mezcla 
de reactivos High Fidelity PCR Master (Nº 12140314001 Roche Diagnostic), 0,4 µM de 
cada primer, 0,2 mg. / ml. de BSA, 0,1% Triton X-100 y 5 µl. de la suspensión con el 
material genético en estudio. 
 
Electroforesis y secuenciación 
 
Para la visualización de los resultados, los análisis de tipo electroforético se 
llevaron a cabo en geles de agarosa 1,5% TAE con 0,01% de reactivo SYBR Gold 
(Invitrogen), y revelados utilizando iluminación ultravioleta. Fueron utilizados 
controles negativos, así como controles positivos de N. apis y N. ceranae en muestras 
provenientes de A. mellifera, y de N. apis, N. ceranae y N. bombi en las provenientes de 
Bombus. 
El ADN amplificado por PCR fue purificado mediante un Qiaquick PCR 
Purification Kit (Nº 28104 Qiagen) y secuenciado con un 3730 DNA Analyzer (Applied 
Biosystem). Las secuencias de consenso obtenidas para las muestras positivas fueron 
depositadas en el banco de datos del National Center for Biotechnology Information 
(NCBI GenBank). 
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Nosema ceranae / Nosema apis (Microsporidia) 
 
Microscopia óptica 
 
El análisis al microscopio óptico de las muestras de A. mellifera permitió observar 
tanto formas vegetativas (merontes) como cuerpos de transmisión resistentes 
(esporos) correspondientes a microsporidios (Figs. 16/17). 
La ubicación de estos microsporidios solo en el ventrículo12 y en el recto así como 
la morfología ovoide y refringencia de sus esporos, se correspondieron en todos los 
casos con características propias del género Nosema (Fries, 1988; Fries et al., 1996). No 
se hallaron esporos infectando a otros tejidos. 
En ocasiones, los ventrículos afectados presentaron aspecto blanquecino, frágil y 
con su estriación desdibujada. 
 
En lo que respecta a Bombus, en 56 individuos de tres especies diferentes (B. 
atratus, B. morio y B. bellicosus) también se detectaron formas refringentes cuya 
morfología correspondía a esporos de microsporidios.  
La ubicación de los patógenos fue el tubo digestivo medio y el recto. El primero 
presentó aspecto fláccido y estriación característica disminuida. No se hallaron 
esporos en los túbulos de Malpighi ni en el cuerpo graso. En algunos casos se 
detectaron formas vegetativas con núcleos diplocariontes. No se registraron 
infecciones mixtas con otro protista (Fig. 32). 
La morfología de los esporos hallados coincidió en todos los casos con la de los  
aislados a partir de A. mellifera. 
 
 
 
                                                 
12 En abejas y otros insectos se denomina ventrículo a la porción media del tubo digestivo, donde se llevan a cabo los 
procesos de absorción de nutrientes (Gillott, 2005; Jean-Prost et al., 2007). 
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Análisis molecular 
 
Luego de completar el análisis molecular, se identificó un amplicón de 218 p.b. 
correspondiente con los patrones de N. ceranae en todas las muestras obtenidas a 
partir de A. mellifera, mientras que ninguna de ellos coincidió con los patrones de N. 
apis. La secuencia de consenso obtenida (1.171 p. b.) correspondiente a parte del gen 
16sSSU-rRNA fue depositada en la base de datos NCBI GenBank bajo el código de 
acceso EU025027 (Fig. 13). 
De igual forma, también se confirmó la presencia del microsporidio N. ceranae en 
49 de las muestras de Bombus analizadas (Fig. 19 – Tabla V). La secuencia de 
consenso obtenida (211 p. b.) fue depositada en el GenBank NCBI con el código de 
acceso FJ227957 (Fig. 14). No fueron detectados amplicones correspondientes a N. 
apis ni a N. bombi en ninguna de las muestras aisladas de Bombus spp. (Fig. 18). 
 
   1 taacccatgc atgtttttga catttgaaaa atggactgct cagtaatact cactttattt 
  61 tatgtaaatt tttaattaac taccttcaag tgtagataag atgtttacag taagagtgag 
 121 acctatcagc tagttgttaa ggtaatggct taacaaggct gtgacgggta acggtattac 
 181 tttgtaatat tccggagaag gagcctgaga gacggctact aagtctaagg attgcagcag 
 241 gggcgaaact tgacctatgg attttatctg aggcagttat gggaagtaat attatattgt 
 301 ttcatatttt aaaagtatat gaggtgatta attggagggc aaatcaagtg ccagcagccg 
 361 cggtaatact tgttccaaga gtgtgtatga tgattgatgc agttaaaaag tccgtagttt 
 421 atttttttaa gaagcaatat gaggggtact gtatagttgg gagaaagatg aaatgtgacg 
 481 accctgactg gacgaacaga agcgaaagct gtacacttgt atgtattttt tgaacaagga 
 541 cgtaagctgg aggagcgaag atgattagat accattgtag ttccagcagt aaactatgcc 
 601 gacgatgtga tatggaaaat attaatttgt attacataat agaaatttga gttttttggc 
 661 tctggggata gtatgatcgc aagattgaaa attaaagaaa ttgacggaag aataccacaa 
 721 ggagtggatt gtgcggctta atttgactca acgcgaggta acttaccaat attttattat 
 781 tttgagagaa cggttttttg tttgagaatg ataatagtgg tgcatggccg ttttcaatgg 
 841 atgctgtgaa gttttgatta atttcaacaa gacgtgagac ccttattttt tattaaagac 
 901 agacacaatc agtgtaggaa ggaaaggatt aaaacaggtc cgttatgccc tctgacattt 
 961 tgggctgcac gcgcaataca atagatatat aatctttatg ggataatatt ttgtaagaga 
1021 tatttgaact tggaattgct agtaaatttt attaaataag tagaattgaa tgtgtccctg 
1081 ttctttgtac acaccgcccg tcgctatcta agatgatata tgttgtgaaa ttagtgaaaa 
1141 ctacttaaac aatatgtatt agatctgata t                              
 
Figura 13 - Secuencia parcial (1.171 p.b.) del gen 16sSSU-RNAr de Nosema ceranae aislado de Apis mellifera de 
Argentina. Código de acceso NCBI: EU025027. 
 
  1 cgacgatgtg atatgaaaat attaatttgt attacataat agaaatttga gttttttggc 
 61 tctggggata gtatgatcgc aagattgaaa attaaagaaa ttgacggaag aataccacaa 
121 ggagtggatt gtgcggctta atttgactca acgcgaggta acttaccaat attttattat 
181 tttgagagaa cggttttttg tttgagaatg a 
 
Figura 14 - Secuencia parcial (211 p.b.) del gen 16sSSU-RNAr de Nosema ceranae aislado de Bombus spp. de 
Argentina. Código de acceso NCBI: FJ227957. 
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Figura 15 – Localidades con casos de Nosema ceranae en Apis mellifera de Argentina. 1: Paso de los libres; 2: 
General Roca; 3: Cruz Alta; 4: Armstrong; 5: Villa Eloísa; 6: Federación; 7: Tigre; 8: La Plata; 9: Lobos; 10: 
Pehuajó; 11: Sierra Chica; 12: Olavarría; 13: San Cayetano; 14: Saavedra; 15: General Conesa. 
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Figura 16 – Fotomicrografías (contraste de fases) de Nosema ceranae realizadas a partir de preparados frescos 
(solución salina) de tubo digestivo de A. mellifera A) Esporos maduros. B) Enterocito conteniendo diferentes 
estados de desarrollo del patógeno. C) y D) Extrusión del filamento polar [E: Esporo; FP: Filamento polar; EP: 
Esporoplasma] (Escalas = 5 µ) 
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Figura 17 – Fotomicrografías (contraste de fases) de Nosema ceranae realizadas a partir de preparados frescos 
(solución salina) de tubo digestivo de A. mellifera. A) Epitelio intestinal infectado [LT: Luz del tubo digestivo] 
(Escala = 50 µ). B) y C) Enterocitos infectados (Escalas = 10 µ).  
B 
C 
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Figura 18 - Análisis por electroforesis en gel de agarosa de 41 muestras aisladas de Bombus spp., con controles 
positivos de N. apis y N. ceranae (A) y N. bombi (B). [Carril C+: controles positivos; MWM: marcador de peso 
molecular; Líneas 50 y 1.000 p.b.: marcas de alineación]. (Plischuk et al., 2009). 
 
 
 
 
ESPECIE CASTA N n N. ceranae-POSITIVOS % CARGA DE ESPOROS ± E. S. 
R 105 4 3,8 5,76 ± 1,38 x 106 
O 256 41 16 8,05 ± 1,44 x 106 B. atratus 
M 
383 
22 1 4,5 3,15 x 105 
R 26 2 7,7 1,66 x 108 / 1,1 x 108 
O 17 - - - B. morio 
M 
45 
2 - - - 
R 9 - - - 
O 14 1 7,1 1,14 x 107 B. bellicosus 
M 
23 
- - - - 
 
Tabla V - Detalle de las colectas y castas positivas a Nosema ceranae en Bombus spp. En la última columna se indica 
la carga media de esporos ± error standard (E. S.) cuando n>2. [R: Reinas; O: Obreras; M: Machos]. 
 
 
A
B 
N. apis 
N. ceranae 
N. bombi 
1.000 p.b. 
50 p.b. 
1.000 p.b. 
50 p.b. 
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LOCALIDAD CON CASOS 
POSITIVOS A N. ceranae 
ESPECIES Y CASTAS POSITIVAS A  
N. ceranae 
Calilegua (1) B. atratus: 6 obreras 
Tafí viejo (2) B. morio: 1 reina 
Manantial (3) B. atratus: 1 obrera 
B. atratus: 4  obreras 
La Reducción (4) 
B. morio: 1 reina 
Famaillá (5) B. atratus: 3 obreras 
B. atratus: 3 reinas, 18 obreras 
San Miguel (6) 
B. bellicosus: 1 obrera 
Lobos (7) B. atratus: 3 obreras 
La Plata (8) B. atratus: 1 reina, 6 obreras, 1 macho 
 
 
Figura 19 – Sitios de colecta de Bombus spp. [: Localidades con hallazgos de Nosema ceranae; : Localidades 
sin hallazgos de N. ceranae]. 
 
 
N 
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Nosema ceranae en Apis mellifera: Aspectos epizootiológicos 
 
Dado que las muestras analizadas molecularmente revelaron que la especie 
involucrada resultó ser, en todos los casos, N. ceranae, se consideró que el principal 
causante de nosemosis en la región es esta especie y no N. apis.  
A partir de las muestras obtenidas cada 30 días en colmenares de la región 
Pampeana (Media: 69 muestras mensuales), se graficaron curvas correspondientes a 
cada una de las zonas analizadas, a lo largo de las tres temporadas de estudio (Doull, 
1961). La figura 20 muestra los valores medios de prevalencia de N. ceranae. Los 
valores medios por temporada de cada una de las zonas se detallan en la tabla VI.  
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Figura 20 – Valores medios de prevalencia de Nosema ceranae en apiarios de la región Pampeana, obtenidos 
mensualmente entre 2006 y 2009. Eje Y: Porcentaje de casos positivos; Eje X: Escala temporal; Línea azul: Zona 
Noreste; Línea fucsia: Zona Noroeste; Línea roja: Zona Central; Línea negra: Zona Sudeste; Línea verde: Zona 
Sudoeste. [Por razones de claridad gráfica no se detallan los errores standard correspondientes]. 
 
 
 
ZONA 
TEMPORADA 
2006-07 
TEMPORADA 
2007-08 
TEMPORADA 
2008-09 
Noreste 8,05 ± 1,02% (143) 3,15 ± 0,21% (176) 1,91 ± 0,12% (112) 
Noroeste 13,67 ± 1,09% (115) 2,79 ± 0,7 (29)* -* 
Central 11,73 ± 1,2% (146) 14,5 ± 1,77% (126) 2,0 ± 0,17% (48) 
Sudeste 12,4 ± 1,42% (83) 3,83 ± 0,88% (58) 2,42 ± 0,35% (72) 
Sudoeste 14,64 ± 1,64% (134) 1,91 ± 0,19% (55) 1,4 ± 0,24 (5) 
 
Tabla VI – Prevalencias medias (± ES) de Nosema ceranae en las diferentes zonas de la región Pampeana 
durante este estudio. Se indica el número de casos entre paréntesis. [(*) No graficados en la Fig. 20 (véase pág. 40 y 
referencias al pie)] 
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Por su parte, las cargas parasitarias medias fueron de 19,6 ± 0,6 x 106 
esporos/abeja en la primer temporada (n = 620), 17,1 ±  0,5 x 106 esporos/abeja en la 
segunda (n = 458) y  16,5 ± 0,7 x 106 esporos/abeja en la última de ellas (n = 231). Una 
vez analizado el total de las muestras, se obtuvo una carga parasitaria media de  
18,16 ± 0,35 x 106 esporos por abeja (n = 1.309) (Fig. 21). 
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Figura 21 – Cargas parasitarias promedio de Nosema ceranae en apiarios de la región Pampeana, obtenidos 
mensualmente entre 2006 y 2009. Eje Y: Millones de esporos. Eje X: Escala temporal. Claves restantes: ver 
figura 20. 
 
 
Por ultimo, la figura 22 representa la proporción de muestras positivas (N = 
1.357)13 sobre el total de muestras analizadas (N = 2.502; Media= 74 muestras 
mensuales)14 entre 2006 y 2009, independientemente de las intensidades de cada 
infección. 
El valor medio correspondiente a la primer temporada (2006-07) fue de 68,6 ± 
4,3%. El correspondiente a la temporada 2007-08 fue de 63,9 ± 4,6%, mientras que el 
promedio de casos en la última temporada (2008-09) fue de 30,4 ± 2,5% de las 
muestras analizadas. 
 
 
                                                 
13 Al igual que en las tablas III y IV, el número de muestras se indica como N, en contraposición al número de individuos, 
señalado como n. 
14 Si bien el número total de muestras en el presente estudio es de 2.503, en esta figura se excluye una muestra colectada en 
enero de 2010. 
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Figura 22 – Casos de Nosema ceranae en Apis mellifera en función de las muestras analizadas en los períodos 
2006-07 (A), 2007-08 (B) y 2008-09 (C). Eje Y: Porcentaje de casos; Eje X: Escala temporal.  
 
 
 
Nosema ceranae en Bombus spp.: Aspectos epizootiológicos 
 
Las cargas parasitarias contabilizadas en las distintas castas y especies (Fig. 23 – 
Tabla V) mostraron mayores valores en las dos reinas de B. morio infectadas (1,66 x 
108 y 1,1 x 108 esporos), en comparación con las cuatro de B. atratus (5,76 ± 1,38 x 106 
esporos). 
A 
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B 
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Las 41 obreras de B. atratus expresaron valores entre 3,22 x 105 y 3,19 x 107, con 
una media de 8,05 ± 1,44 x 106 esporos (n = 38). La única obrera de B. bellicosus 
infectada mostró un valor dentro del citado rango (1,14 x 107 esporos). 
Por último, la intensidad de la infección del único macho hallado (B. atratus) fue 
la menor de todos los casos  (3,15 x 105 esporos) (Véase tambien tabla IX). 
 
*
0,00E+00 2,50E+07 5,00E+07 7,50E+07 1,00E+08 1,25E+08 1,50E+08
 
Figura 23 – Cargas parasitarias de Nosema ceranae indicada en millones de esporos, según especie de Bombus y 
casta afectada. B. atratus: Verde = reinas; Azul = obreras; Gris = macho [se indica con asterisco]; B. morio: Rojo 
= reinas; B. bellicosus: Amarillo = obrera. 
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Nephridiophaga apis (Nephridiophagidae) 
 
Detección, morfología y ubicación 
 
Observaciones de homogenatos obtenidos a partir de muestras periódicas de A. 
mellifera de la localidad de Saavedra (37° 48’ 54,42’’ S;  62° 13’ 27,82’’ O; Fig. 10 – 
Tabla III), colectadas entre agosto y noviembre de 2006, revelaron la presencia de un 
protista esporogénico cuyas características no concordaban con las de un 
microsporidio. Las disecciones hechas a posteriori pusieron de manifiesto que el 
lumen y el epitelio de los túbulos de Malpighi era el lugar de desarrollo de las 
infecciones.  
No se manifestaron anomalías en el aspecto externo de los túbulos de Malpighi. 
Internamente se observaron esporos maduros, refringentes (Fig. 24), mientras que los 
estadios vegetativos del protista no lograron ser detectados.  
Los esporos presentaron una forma ovoide bicóncava y se hallaron comúnmente 
agrupados en cúmulos (Fig. 24-A, B). Las dimensiones de dichos esporos mostraron 
valores de 4,8 ± 0,05 (4,0 –  6,0) µ x 2,4 ± 0,03 (1,6 – 3,2) µ (n = 75). 
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Figura 24 – Fotomicrografías de Nephridiophaga apis aislado de Apis mellifera (Saavedra, Buenos Aires). A) 
Cúmulo esporal disturbado (Escala = 10 µ). B) Túbulo de Malpighi conteniendo parte de un cúmulo esporal 
[P: pared del túbulo; C: cúmulo esporal] (Escala = 10 µ). C) Infección mixta con Nosema sp. [n: Nosema sp.; N: 
Neph. apis] (Escala = 5 µ). D) y E) Nephridiophaga apis (Escalas = 5 µ). F) Comparación morfológica con 
Nephridiophaga blatellae, otro Nephridiophagidae (M.E.B., 10.000X). 
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Aspectos epizootiológicos 
 
A lo largo del estudio, esta especie se detectó únicamente en 5 colmenas de la 
zona Sudoeste durante 2006 [Apiario Nuevo Lucero, Dufaur (Véase Apéndice II)] 
(Fig. 28). 
De un total de 15 colmenas analizadas esa temporada, se registraron 6,7% de 
casos positivos (n = 1; Colmena 5) en septiembre, y 20% (n = 3) tanto en octubre 
(Colmenas 1, 2 y 4) como en noviembre (Colmenas 1, 2 y 3). La prevalencia del 
protista en las colmenas positivas osciló entre 1 y 16,7%, con un valor medio de 
4,69% (Fig. 25). 
La intensidad promedio de las infecciones (carga esporal) fue de 7,0 ± 2,76 x 106 
esporos/abeja (1,43 x 105 – 1,81 x 107) (n= 6). 
Casi el 60% de los individuos positivos (n = 26) para este organismo presentaron 
parasitación mixta con Nosema sp. (Figs. 26/32).  
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Figura 25 – Muestras positivas y prevalencias de Nephridiophaga apis en colmenas de Saavedra durante 2006. 
[Eje X: Colmenas positivas; Eje Y: prevalencias; Eje Z: Período analizado]. 
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Nephridiophaga apis
Nephridiophaga apis 
+ Nosema sp.
 
Figura 26 – Relación porcentual entre infecciones por Nephridiophaga apis como único agente (42,3%) e 
infecciones mixtas por Nephridiophaga apis y Nosema sp. (57,7%; n = 26) en colmenas de Saavedra durante 2006. 
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Malpighamoeba mellificae (Amoebozoa) 
 
Detección, morfología y ubicación 
 
A partir de muestras periódicas de A. mellifera de la localidad de San Cayetano 
(38° 20' 18,64" S; 59° 34' 55,12" O; Figs. 10 – Tabla III) colectadas en el mes de octubre 
de 2007, se detectaron tanto formas vegetativas como quísticas, cuyas características 
correspondían con las de una ameba. 
Luego del análisis por disección se individualizó a los túbulos de Malpighi como 
el asiento de las infecciones. Estos presentaron un color blanco lechoso, alternado por 
sectores oscuros y se notaron frágiles durante el examen. El lumen de los mismos 
resultó invadido por cuerpos refringentes, esférico-ovoideos, de tamaño homogéneo 
[7,48 ± 0,06 (6,8 – 8,0) µ x 6,33 ± 0,05 (5,6 – 6,8) µ (n = 60)]. En menor cantidad se 
observaron cuerpos de dimensiones algo más reducidas, circulares o semi-circulares, 
no refringentes (Fig. 27). 
Posteriormente, durante el mes de febrero de 2010, se colectó una muestra de 59 
abejas obreras pecoreadoras (Tipo III; pág. 37) en las cercanías de San Carlos de 
Bariloche (41° 07' 33" S; 71° 23' 55" O; Fig. 11 – Tabla III). Luego del análisis se 
corroboró que un ejemplar presentó en sus túbulos de Malpighi numerosos cuerpos 
coincidentes con los observados en las muestras de San Cayetano. 
Los hallazgos correspondieron tanto a quistes (refringentes) como a estados 
vegetativos o trofozoítos (formas ameboides, no refringentes). 
Las características descriptas (ubicación, medidas y morfología), así como su 
especie hospedadora indican que en ambos casos el protista aislado es Malpighamoeba 
mellificae (Amoebozoa), hasta el momento nunca detectado en nuestro país. 
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Aspectos epizootiológicos 
 
En la localidad de San Cayetano [Apiario Don Federico (Véase Apéndice II)], 
sobre un total de 15 colmenas analizadas esa temporada, se registró a este patógeno 
en una de ellas (6,7 %) en muestras de octubre de 2007. La prevalencia de abejas 
infectadas con M. mellificae en la colmena fue de 9 %. 
La intensidad media de las infecciones fue de 5,13 ± 0,94 x 105 (4 x 104 – 9,9 x 105) 
quistes/abeja (n = 9). No se detectaron infecciones mixtas con otro protista en 
ninguno de los individuos positivos (n = 9) para este organismo (Fig. 32). 
 La prevalencia de la muestra observada en San Carlos de Bariloche fue de 
1,69% (n = 59). 
El conteo en el hemocitómetro indicó un valor de 3,25 x 105 quistes en la abeja 
infectada. El ejemplar parasitado contenía también esporos de Nosema sp. en su tubo 
digestivo (8,5 x 106 esporos) (Fig. 27-E). 
Combinando los hallazgos de ambos sitios (n = 10) (Fig. 28), se obtuvo una carga 
media de 4,95 ± 0,86 x 105 quistes de M. mellificae por abeja. 
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Figura 27 – Fotomicrografías de Malpighamoeba mellificae aislada de Apis mellifera. (San Carlos de Bariloche, Río 
Negro). A) Túbulo de Malpighi infectado (Escala = 20 µ). B) Túbulo de Malpighi seccionado liberando formas 
quísticas (Escala = 100 µ). C) Detalle de túbulo de Malpighi conteniendo diferentes estados de maduración (Escala 
= 20 µ). D) Quiste maduro [Q], quistes inmaduros [q] y trofozoíto [T] (Escala = 10 µ). E) Infección mixta con 
Nosema sp. [n: Nosema sp.; M: M. mellificae] (Escala = 10 µ).   
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Figura 28 – Localidades con detecciones de Nephridiophaga apis [1: Saavedra (Bs. As.)] y Malpighamoeba mellificae 
[2: San Cayetano (Bs. As.); 3: San Carlos de Bariloche (Río Negro)] en Apis mellifera de Argentina. 
Resultados 
 
S. Plischuk.  Protistas  entomopatógenos asociados a apoideos polinizadores de la región Pampeana 
-2010- 
73 
 Crithidia bombi (Euglenozoa) 
 
Detección, morfología y ubicación 
 
Del total de ejemplares de Bombus colectados (n = 581), 114 pertenecieron a la 
especie invasora B. terrestris (74 machos, 38 obreras y 2 reinas). Fueron colectados 
pecoreando sobre amancay (Alstroemeria aurea Graham) y lavanda (Lavandula 
angustifolia Mill.), 8 Km. al Oeste de San Carlos de Bariloche (41° 07' 33" S; 71° 23' 55" 
O; Fig. 11 – Tabla IV). 
Durante el análisis de dichas muestras se detectaron infecciones en el tracto 
digestivo, en especial entre la sección posterior del intestino medio y el inicio del 
intestino grueso. Tanto el aspecto externo de los insectos infectados como el del 
tejido interno afectado no mostraron signos diferentes al de insectos sanos. No se 
detectaron flagelados en las otras especies de Bombus colectadas.  
Los organismos hallados se presentaron en dos morfotipos (amastigotas y 
coanomastigotas) en cantidades aproximadamente iguales. Los primeros fueron en 
su mayoría cuerpos esféricos, a veces ovales, con un núcleo ubicado excéntricamente, 
citoplasma granular, y un flagelo reducido o retraído dentro del reservorio (Fig. 29-
A, B). Las formas coanomastigotas se observaron como cuerpos piriformes, con un 
extremo anterior truncado del cual emergía el flagelo, y una ligera constricción en el 
tercio anterior del cuerpo (Fig. 29-A, C, D). El núcleo se ubicó cerca del centro de la 
célula, más cerca del extremo posterior, adyacente al kinetoplasto y al reservorio 
flagelar (Fig. 29-C). No se observaron promastigotas (Logan et al., 2005). 
En base a preparados en fresco, las dimensiones medias de las formas 
amastigotas fueron de 3,45 ± 0,21 µ x 3,42 ± 0,22 µ, con un flagelo de 0,96 ± 0,07 µ (n = 
16). Los coanomastigotas midieron en promedio 4,41 ± 0,09 µ x 2,64 ± 0,01 µ, con un 
flagelo de 2,21 ± 0,11 µ (n = 21). 
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Las mediciones obtenidas a partir de preparados permanentes teñidos con 
Giemsa arrojaron valores medios de 3,47 ± 0,06 µ para los amastigotas15 (n = 30) y de 
4,17 ± 0,08 µ x 2,56 ± 0,06 µ para los coanomastigotas (n = 30). 
 
 
Figura 29 – Fotomicrografías de los diferentes estados vegetativos de Crithidia bombi aislados de Bombus 
terrestris (San Carlos de Bariloche, Río Negro). A) Amastigotas [a] y coanomastigotas [c] (Escala = 5µ; en 
fresco). B) Coanomastigota mostrando el flagelo [F] (Escala = 5 µ; en fresco). C) Coanomastigota mostrando el 
flagelo [F] y el núcleo [N] (Escala = 2 µ; tinción Giemsa). D) Amastigota mostrando el núcleo excéntrico [N] 
(Escala = 2 µ; tinción Giemsa).  
                                                 
15 No existió diferencia entre el largo y el ancho medios de los amastigotas en este tipo de preparaciones. 
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Los rangos obtenidos en las mediciones tanto de formas amastigotas como 
coanomastigotas se muestran en la tabla VII, en conjunto con las medidas 
originalmente descriptas para la especie parásita de B. terrestris, Crithidia bombi (Lipa 
& Triggiani, 1988). 
 
 
Crithidia bombi 
Coanomastigotas Amastigotas REFERENCIAS 
4,9 – 6,9 x 1,5 – 2,4* 
- 
3,4 – 5,4* 
- 
Lipa & Triggiani, 
1988. 
3,2 – 4,8 x 2,0 – 3,2* 
3,6 – 5,0 x 1,6 – 3,2† 
3,2 – 4,4* 
2,4 – 5,0† 
Presente estudio. 
 
Tabla VII - Comparación entre las medidas de las formas coanomastigotas y amastigotas de Crithidia bombi 
registradas en Bombus terrestris de Argentina y las descriptas originalmente por Lipa & Triggiani (1988) (Medidas 
en µ). (*) Preparaciones fijadas y coloreadas con tinción Giemsa [n = 30 (coanomastigotas); n = 30 (amastigotas)]. 
() Preparaciones en fresco [n = 21 (coanomastigotas); n = 16 (amastigotas)]. (Adaptado de Plischuk & Lange, 2009). 
 
 
Aspectos epizootiológicos 
 
Veinticuatro ejemplares de B. terrestris [3 machos (4%), 21 obreras (55%), 1 reina 
(50%)] se encontraron parasitados por C. bombi, mostrando una prevalencia de 21 % 
(n = 114) (Fig. 32 – Tabla IX). 
La carga de flagelados por insecto fue de 1,13 ± 0,37 x 105 (n = 10). Las obreras 
mostraron valores medios de 1,4 ± 0,49 x 105 (n = 7) mientras que la intensidad 
promedio en los machos fue de 0,5 ± 0,2 x 105 (n = 3). 
Del total de individuos infectados con C. bombi, únicamente una obrera, la cual 
contenía 1,44 x 105 flagelados, mostró una infección mixta con la neogregarina 
Apicystis bombi (Véase página siguiente). 
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Apicystis bombi (Apicomplexa) 
 
Detección, morfología y ubicación 
 
En las muestras de B. terrestris de enero de 2009 (n = 114) provenientes de San 
Carlos de Bariloche, también fueron detectados individuos conteniendo cuerpos 
naviculares refringentes en su tejido graso, correspondientes a una neogregarina 
(Apicomplexa: Neogregarinorida) (Fig. 30). Externamente los insectos no 
evidenciaron indicios de enfermedad. 
Las formas observadas con mayor frecuencia fueron los ooquistes, tanto maduros 
como inmaduros. Los primeros lucieron homogéneos en apariencia, mostrando una 
forma navicular, alta refringencia, y una estructura más densa en cada extremo [cap-
like (Lipa & Triggiani, 1996)]. Los ooquistes inmaduros presentaron un tamaño 
medio ligeramente mayor, aspecto menos estilizado y menor refringencia respecto a 
los anteriores. Mediante tinción Giemsa se observaron cuatro núcleos en el interior 
de los ooquistes (Fig. 30-C). Ocasionalmente se detectaron formas correspondientes a 
merontes micronucleares. 
El tamaño medio de los ooquistes maduros observados en fresco fue de 12,94 ± 
0,08 µ x  3,36 ± 0,04 µ (n = 50). Luego de la fijación y tinción, el mismo fue de 9,99 ±  
0,15 µ x 2,63 ± 0,05 µ (n = 50). 
Los rangos de tamaño de los ooquistes hallados se muestran en la tabla VII, en 
conjunto con los reportados en la descripción original de la neogregarina Apicystis 
bombi (Lipa & Triggiani, 1996), especie con la que concuerdan tanto la especie 
hospedadora como el tejido infectado y los aspectos morfológicos descriptos. 
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Figura 30 – Fotomicrografías de Apicystis bombi obtenido de Bombus terrestris (San Carlos de Bariloche, Río 
Negro). A)  Ooquistes inmaduros (Escala = 10 µ). B) Ooquistes maduros. Las flechas sobre el ooquiste detallado 
(2X) indican las zonas polares densas (Escala = 10 µ). C) Ooquiste fijado y coloreado con tinción Giemsa. Las 
flechas indican sus cuatro núcleos (Escala = 5 µ). 
 
 
 
 
Apicystis bombi 
OOQUISTES 
MADUROS 
REFERENCIAS 
11,1 – 14,4 x 3,6 – 5,4* 
16,2 – 21,6 x 5,6 
Lipa & Triggiani, 
1996. 
8,8 – 12,0 x 2,4 – 3,2* 
12,0 – 14,4 x 2,8 – 4,0† 
Presente estudio. 
 
Tabla VIII - Comparación entre las medidas de los ooquistes maduros de Apicystis bombi registrados en Bombus 
terrestris de Argentina con las descriptas originalmente por Lipa & Triggiani, 1996 (Medidas en micras). 
(*) Preparaciones fijadas y coloreadas con tinción Giemsa (n = 50). () Preparaciones en fresco (n = 50). (Adaptado 
de Plischuk & Lange, 2009). 
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Aspectos epizootiológicos 
 
Se registraron cuatro ejemplares de B. terrestris (3,5%) infectados por esta 
neogregarina, específicamente una obrera (2,6%; n = 38) y tres machos (4,1%; n = 74). 
La intensidad media de las infecciones fue de 5,42 ± 2,82 x 106  ooquistes (n = 4). La 
única obrera de los cuatro insectos parasitados se halló co-infectada con C. bombi, y 
mostró una carga de 9,54 x 105 ooquistes (Fig. 32 – Tabla IX). Los machos mostraron 
un valor medio de 6,9 ± 3,4 x 106 ooquistes/insecto (n = 3), no detectándose 
infecciones mixtas sobre esta casta. 
Apicystis bombi no fue detectado en ninguna otra especie de Bombus de las seis 
colectadas en diferentes puntos del país, no obstante se han hallado formas similares 
a ooquistes de este patógeno en el tejido graso y la hemolinfa de abejas colectadas en 
San Carlos de Bariloche, pecoreando junto a B. terrestris (Fig. 31). Dichos resultados 
mantienen un carácter preliminar y serán objeto de futuros estudios. 
 
 
 
Figura 31 – Formas similares a ooquistes inmaduros (A) y maduros (B) de Apicystis bombi hallados en 
homogenatos de Apis mellifera en San Carlos de Bariloche, Río Negro. Escalas = 10µ. 
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ESPECIE CASTA N n 
N. ceranae- 
POSITIVOS 
A. bombi- 
POSITIVOS 
C. bombi-
POSITIVOS 
INTENSIDAD ± E. S. 
R 105 4 - - 5,76 ± 1,38 x 106 
O 256 41 - - 8,05 ± 1,44 x 106 B. atratus 
M 
383 
22 1 - - 3,15 x 105 
R 2 - - 1 - 
O 38 - 1 21 
9,54 x 105 () 
1,40 ± 0,49 x 105 (*) B. terrestris 
M 
114 
74 - 3 3 
6,90 ± 3,38 x 106 () 
5,00 ± 2,20 x 104 (*) 
R 26 2 - - 1,66 x 108 / 1,1 x 108 
O 17 - - - - B. morio 
M 
45 
2 - - - - 
R 9 - - - - 
O 14 1 - - 1,14 x 107 B. bellicosus 
M 
23 
- - - - - 
R 2 - - - - 
O 7 - - - - B. opifex 
M 
9 
- - - - - 
R 2 - - - - 
O 4 - - - - B. tucumanus 
M 
6 
- - - - - 
R 1 - - - - 
O - - - - - B. dahlbomii 
M 
1 
- - - - - 
 
Tabla IX - Resumen de las detecciones correspondientes a Nosema ceranae, Apicystis bombi y Crithidia bombi 
registradas en ejemplares de Bombus spp. de Argentina. () A. bombi. (*) C. bombi. R = reina; O = Obrera; M = 
Macho. 
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Figura 32 - Esquema que indica el número de infecciones individuales y co-infecciones tanto en Apis mellifera 
como en Bombus spp. registradas en ejemplares de Argentina entre 2006 y 2010. No se incluyen posibles casos 
de Apicystis bombi en A. mellifera. (*) Valor aproximado. 
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Nosema ceranae / Nosema apis 
 
Los microsporidios son parásitos intracelulares obligados, cuyo ciclo consta de 
una alternancia de fases merogónica y esporogónica con formación de cuerpos de 
transmisión resistentes denominados esporos (Keeling & Fast, 2002), siendo estos 
últimos los únicos estados capaces de sobrevivir fuera de la célula hospedadora. La 
sinapomorfía conspicua de este grupo es la presencia de un tubo enrollado dentro 
del esporo llamado filamento polar. Bajo disparadores aún no bien determinados, 
este filamento es extruido rápidamente y penetra en una célula hospedadora, 
permitiendo vehiculizar su esporoplasma (material nuclear y parte del citoplasma) 
hasta dentro de ésta (Keeling & Fast, 2002; Smith, 2009). Una vez reestructurado el  
patógeno en la célula, sobreviene una etapa de división y multiplicación (merogonia) 
del estado vegetativo o meronte. Posteriormente una fase esporogónica da lugar a la 
formación de esporos, los que, una vez en el exterior podrán reiniciar el ciclo16. Se 
han descripto más de 1.500 especies de microsporidios parasitando a casi todos los 
phyla animales (van der Steen & Fries, 2006; Keeling, 2009). Debido a su estructura 
genómica, la ausencia de mitocondrias típicas y la composición proteica de la pared 
esporal, la ubicación taxonómica de los microsporidios ha variado desde su 
establecimiento, considerándoselo en la actualidad como un grupo perteneciente al 
reino Fungi, vinculado al phylum Zygomycota (Adl et al., 2005; Keeling, 2009). 
El género Nosema también ha sido objeto de controversias en cuanto a su posición 
sistemática dentro de los microsporidios debido a su heterogeneidad. Los caracteres 
más representativos del género son la presencia de ciclos relativamente simples, sin 
reproducción sexual y la presencia de dos núcleos apareados (diplocarion) en su 
desarrollo (van der Steen & Fries, 2006). En la actualidad, este género contiene 
alrededor de 215 especies, muchas de las cuales son reconocidas como importantes 
entomopatógenos (Larsson, 1999). La enfermedad producida por especies de este 
                                                 
16 En muchas especies de microsporidios el ciclo es más complejo pudiendo presentar esporos de formación temprana, los que 
infectarán células adyacentes, o incluso ciclos heteroxenos (Becnel & Andreadis, 1999). 
 
Discusión 
 
S. Plischuk.  Protistas  entomopatógenos asociados a apoideos polinizadores de la región Pampeana 
-2010- 
83 
género en A. mellifera es conocida como nosemosis y tal como se comentó en la 
página 19 es una de las tres enfermedades más graves que puede padecer este 
insecto. Se ha reportado en prácticamente todos los países con prácticas de apicultura 
(Bailey & Ball, 1991; Matheson, 1996). 
 
Nosema ceranae en Apis mellifera 
 
La nosemosis se atribuyó durante ca. 100 años a la especie Nosema apis hasta que, 
en el año 2006, la especie N. ceranae fue reportada como otro agente etiológico, con 
una amplia dispersión mundial (Fig. 33) afectando tanto a A. cerana (su especie 
hospedadora original) como a A. mellifera (Fries et al., 1996; Huang et al., 2005, 2007; 
Higes et al., 2006a). 
El espectro de estudios inherentes a ambas especies de Nosema es 
extremadamente amplio a nivel mundial, y especialmente desde la detección de N. 
ceranae en A. mellifera los trabajos acerca de esta especie se han multiplicado (Bailey, 
1968; Fries, 1988, 1993, 2009; Fries et al., 1992, 1996, 2006; Webster, 1993, 1994; Higes et 
al., 2006a, b, 2007, 2008a, b, 2009a, b, 2010a, b; Huang et al., 2007; Klee et al., 2007; 
Martín-Hernández et al., 2007; Chen et al., 2008, 2009; Paxton, 2010 y otros). Los 
estudios focalizados en esta nueva asociación muestran que N. ceranae diferiría de N. 
apis tanto en su morfología, ciclo vital y sintomatología, como en la dinámica de la 
enfermedad a nivel de la colonia afectada (Fries et al., 1996; Higes et al., 2007, 2008b, 
2009b; COLOSS Workshop, 2009). Las enfermedades producidas por N. apis y N. 
ceranae se denominan nosemosis tipo “A” y “C”, respectivamente (COLOSS 
Workshop, 2009; Higes et al., 2010a). 
El mayor inconveniente para la identificación de estas dos especies es la similitud 
morfológica externa que presentan sus esporos, tanto en tamaño como en forma. Por 
lo tanto, para una correcta diagnosis son necesarias técnicas de tipo molecular 
(Martín-Hernández et al., 2007; O.I.E., 2008). 
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Las presentes detecciones de N. ceranae constituyen las primeras realizadas a 
nivel molecular en Argentina, confirmando resultados preliminares obtenidos por 
Sarlo (2007) mediante microscopía electrónica, e incluyen el registro más austral en 
su distribución geográfica a nivel mundial, establecido por la muestra de General 
Conesa, provincia de Río Negro  (40° 06' 00'' S, 64° 25' 60'' O). 
Con los presentes resultados no solo se amplía la distribución geográfica de este 
patógeno emergente (Fig. 33), sino que se pone de manifiesto su capacidad de 
infectar a A. mellifera en diferentes áreas geográficas y climáticas coincidiendo con 
Martín-Hernández et al. (2009a) y Higes et al. (2010b), teniendo en cuenta que dicha 
localidad puede alcanzar un rango de amplitud térmica mayor a los 50 °C (-10 °C a 
44 °C). Estas interpretaciones discrepan con las sugeridas por Fenoy et al. (2009) y 
Gisder et al. (2010), quienes luego de comprobar experimentalmente que la viabilidad 
de los esporos de N. ceranae podría disminuir luego de una breve exposición a 
entornos de 4 °C, han propuesto que las bajas temperaturas atentarían contra la 
infección y propagación de este patógeno en regiones climáticas con inviernos 
rigurosos. 
No menos importante es la ausencia de hallazgos de N. apis, el patógeno 
históricamente asociado a nosemosis en abejas en Argentina (Ringuelet, 1947; 
Cornejo & Rossi, 1974; Root, 1990; Sarlo 2002a, b) y en otros países sudamericanos 
(Piccirillo & de González, 1995; Hinojosa & González, 2004; Invernizzi et al., 2005). La 
falta de utilización de técnicas diagnósticas modernas anteriores a 2006, indican que 
identificaciones atribuidas a N. apis podrían haber correspondido, en realidad, a 
casos de N. ceranae (Martín-Hernández et al., 2007). 
Recientemente se ha reportado en Uruguay un aislamiento de N. ceranae a partir 
de una muestra previa a 1990, evidenciando que este microsporidio se encuentra en 
Sudamérica desde hace más de 20 años (Invernizzi et al., 2009). La cercanía 
geográfica y comercial entre los países sumada a la amplitud de los registros 
logrados en esta tesis sugieren que la presencia de N. ceranae en Argentina podría 
tener la misma o mayor antigüedad, debido al desarrollo de la industria apícola en 
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nuestro país y las constantes exportaciones e importaciones de material vivo. 
Posibles deficiencias en los controles sanitarios requeridos en estas operaciones, así 
como en los traslados de colmenas dentro del país (transhumancia), serían algunas 
de las causas de la amplia dispersión de esta especie. 
Exceptuando algunos casos en los que N. apis presenta mayores prevalencias que 
N. ceranae (Fries, 2009), un panorama similar al de Argentina se observa a nivel 
mundial (COLOSS Workshop, 2009). Se ha propuesto que N. ceranae podría estar 
desplazando a N. apis por competencia sobre el mismo hospedador (Klee et al., 2007; 
Williams et al., 2008a), o bien que la dominancia y rápida dispersión de N. ceranae con 
respecto a N. apis solo esté reflejando la capacidad de la primera para sobrevivir y 
completar su ciclo de vida bajo rangos climáticos más amplios (Martín-Hernández et 
al., 2009a; Higes et al., 2008b, 2010b). Ambas hipótesis podrían estar explicando los 
datos presentados en el presente estudio. 
Una tercera alternativa es que N. apis se encontraría en la región Pampeana, pero 
en una prevalencia sumamente baja, tal como sugieren los resultados obtenidos por 
Sarlo et al. (2008) para el sudeste de la provincia de Buenos Aires. 
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CONTINENTE PAÍS CITA 
Africa Algeria Higes et al., 2009a 
América Argentina Plischuk et al., 2008a, b 
 Brasil Klee et al., 2007 
 Canada Williams et al., 2008a 
 Estados Unidos Chen et al., 2008 
 Uruguay Invernizzi et al., 2009 
Europa Alemania Higes et al., 2006; Klee et al., 2007 
 Austria Loncaric et al., 2007 
 Bosnia & Herzegovina Santrac et al., 2009 
 Dinamarca Klee et al., 2007 
 España Higes et al., 2006 
 Finlandia Klee et al., 2007 
 Francia (continental) Higes et al., 2006; Chauzat et al., 2007 
 Francia (isla de Martinica) Klee et al., 2007 
 Grecia Klee et al., 2007 
 Italia Klee et al., 2007 
 Noruega Fries & Forsgren, 2008 
 Polonia Topolska & Kasprzak, 2007 
 Republica Checa Kamler et al., 2009 
 Serbia Klee et al., 2007 
 Suecia Fries & Forsgren, 2008 
 Suiza Higes et al., 2006 
Asia Taiwán Huang et al., 2005, 2007 
 Vietnam Klee et al., 2007 
Oceanía Australia Giersch et al., 2009 
 Islas Solomon Botías et al., 2009 
 
Figura 33 - Infecciones de Nosema ceranae registradas en Apis mellifera entre 2006 y 2009. (Mapa: Adaptado de 
Microsoft Encarta, 2007) 
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Dinámica de la nosemosis en la región Pampeana 
 
Se ha descripto la presencia y amplia dispersión de N. ceranae parasitando a A. 
mellifera en Argentina pero poco se sabe de sus aspectos epizootiológicos básicos 
(presencia/ausencia, prevalencia) y de las fluctuaciones de éstos en función del 
tiempo. 
 
Prevalencia 
Una vez delimitado el contexto espacio-temporal en el que se lleva a cabo un 
estudio, se observa que el estado en que un patógeno se presenta en la población 
hospedadora normalmente fluctúa a lo largo de un rango con dos extremos 
opuestos: los estados enzoótico y epizoótico (Fuxa & Tanada, 1987; Lange, 2003). En 
el estado enzoótico, la enfermedad suele ser de baja prevalencia y se halla 
constantemente presente en la población del hospedador, mientras que en el estado 
epizoótico, es esporádica, limitada en el tiempo  y caracterizada por cambios bruscos 
en su prevalencia. Existen patógenos tendientes a comportarse de forma enzoótica y 
otros más propensos a variar considerablemente entre ambos estados (Lange, 2003). 
En las relaciones patógeno-hospedador donde la transmisión horizontal predomina o 
es la única vía de contagio, la prevalencia normalmente varía en forma apreciable, 
alternada por epizootias, mientras que en las relaciones en las que predomina la 
transmisión vertical, la prevalencia suele estar mantenida en un estado estacionario o 
enzoótico (Andreadis, 1987; Lange, 2003). 
En el presente caso, resulta indudable el establecimiento de N. ceranae en la región 
Pampeana y analizando los datos obtenidos, su comportamiento parece oscilar entre 
ambos estados al mostrar pulsos epizoóticos, alternados con estados de enzootia17. 
La figura 20 (pág. 61) expresa las prevalencias medias registradas en las 5 zonas 
de la región Pampeana. Los gráficos muestran picos de mayores valores en la 
                                                 
17 Comparaciones estadísticas no fueron realizadas debido a que en este tipo de estudios observacionales descriptivos las 
mismas son poco eficientes por carecer, entre otras cosas, de grupos control (Fuxa & Tanada, 1987). 
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primera temporada de estudio, mientras que, excepto un caso (zona Central), en las 
dos temporadas subsiguientes éstos descienden manteniéndose en valores bajos y 
prácticamente constantes. Teniendo en cuenta que la única vía de transmisión 
reportada hasta el momento para N. ceranae es la horizontal, los datos presentados en 
el presente trabajo parecen coincidir con las interpretaciones citadas. Al carecer N. 
ceranae de transmisión vertical, el establecimiento de la enfermedad en una colonia a 
lo largo del tiempo estaría posibilitado por el reciclado constante de esporos dentro 
de la misma. 
Los datos (especialmente de la primera temporada) también indican una 
heterogeneidad temporal en la aparición de eventos epizoóticos respecto a las 
diferentes zonas de estudio. Por lo tanto, si bien la existencia de dichos eventos 
podría ser considerado un fenómeno esperable (Lange, 2003), aún resulta imposible 
realizar predicciones en torno al momento de los mismos, su magnitud y la 
evolución de la enfermedad en los apiarios. 
Las prevalencias medias de cada zona en particular no mostraron a priori una 
tendencia definida acerca de diferencias relacionadas a la latitud. Serán necesarias 
más temporadas de estudio y eventuales correlaciones con factores externos (e.g.: 
climáticos) para detectar tendencias en este aspecto. 
  
Carga parasitaria (esporos/abeja) 
En la presente tesis se han registrado valores medios de N. ceranae entre 16,5 x 106 
y 19,6 x 106 esporos/abeja dependiendo la temporada. El valor promedio obtenido a 
lo largo de todo el estudio fue de 18,16 x 106 esporos/abeja (Pág. 62). Trabajos previos 
citan valores medios de hasta 25 x 106 esporos de N. ceranae por abeja en condiciones 
naturales (Higes et al., 2008b; Williams et al., 2008b), coincidiendo con los obtenidos 
en este trabajo. 
Si bien clásicamente se consideró que el valor de esporos/abeja guardaba relación 
directa con el estado sanitario general de una colmena (e.g.: Furgala & Hyser, 1969), 
en los últimos años se ha propuesto que, tanto para N. apis (Fries, 1988) como para N. 
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ceranae (Higes et al., 2008b; Martín-Hernández et al., 2009b; Meana et al., 2010) esto no 
sucedería, sino que una evaluación del porcentaje de abejas infectadas brindaría 
mayor información.  
El uso de la técnica de tipo compuesta (Pág. 46) ha permitido determinar una 
correlación positiva entre el número de esporos/ml. y el porcentaje de abejas 
infectadas en una muestra (R2 = 0,865 ± 0,019; N = 17). Fueron menores las 
correlaciones entre el número de esporos/ml. y el número de esporos/abeja (R2 = 
0,464 ± 0,076; N = 17), así como entre el número de esporos/abeja y la prevalencia de 
abejas infectadas (R2 = 0,337 ± 0,061; N = 17). Así, un homogenato de abejas con un 
gran número de esporos se correspondería con una cantidad proporcional de abejas 
con infecciones medias, y no con unas pocas con infecciones muy desarrolladas, de 
acuerdo con Fries (1988). 
Estos resultados, si bien en contraposición a estudios anteriores enfocados en N. 
apis (Doull, 1965), coincidirían con los reportados por L’Arriveé (1963b), Bailey 
(1968), Fingler et al. (1982), Fries (1988) y Kauko et al. (2002) también para esa especie, 
y podrían explicarse imaginando un nivel o umbral de tolerancia por parte del 
hospedador hacia el patógeno, tal como ha sido propuesto por L’Arrivée (1965b) y 
Malone et al. (1992). 
 
Presencia/ausencia 
Los estudios realizados en el siglo pasado consideraron a N. apis el agente 
etiológico de la enfermedad al describir la epidemiología y patología de la nosemosis 
en todo el mundo. Los informes de su dinámica están relacionados con niveles bajos 
de presencia y prevalencia durante el verano, picos generalmente pequeños en otoño 
y/o invierno y un súbito e importante aumento de casos a inicios de la primavera, 
posterior al confinamiento invernal y paralelo al inicio de la postura de huevos por 
parte de la reina (Cornejo & Rossi, 1974; Sarlo, 2002a; Martín-Hernández et al., 2007). 
Por el contrario, se considera que las fluctuaciones anuales de los casos y la 
prevalencia de N. ceranae parecen carecer de una estacionalidad marcada, a 
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diferencia de la experimentada por N. apis (Doull, 1961; Doull & Cellier, 1961; Dyess 
& Wilson, 1978; Kwei & Ho, 1981; Fries, 1993; Martín-Hernández et al., 2007; Higes et 
al., 2010b). 
Análisis realizados en España a lo largo de seis años mostraron que en la 
estacionalidad de la nosemosis registrada en la primer mitad del estudio se fue 
allanando en forma paralela a la abundancia de muestras positivas a N. ceranae 
(Martín-Hernández et al., 2007) (Fig. 34). En adición, las fluctuaciones de esta 
enfermedad clásicamente relacionada con los valores de precipitación (Dyess & 
Wilson, 1978), dejó de corresponderse con éstos los últimos años del estudio, 
sugiriendo una independencia entre ellos (Martín-Hernández et al., 2007). 
Los datos obtenidos en esta tesis muestran que los valores medios de la primera y 
segunda temporada de estudio [68,6% (2006-07) y 63,5% (2007-08)] casi no difieren, 
no así el valor correspondiente a la última de ellas (2008-09), menor a la mitad de los 
anteriores (30,4%). Si bien los mayores porcentajes de las dos primeras temporadas 
se observaron en el mes de noviembre, tampoco se individualizan como los eventos 
o picos súbitos primaverales reportados para N. apis. 
Por lo tanto, los resultados provenientes de la región Pampeana parecerían 
mostrar coincidencia en la escasez o ausencia de estacionalidad, pero revelarían una 
tendencia inversa a la registrada en España en cuanto al número de muestras 
positivas (Fig. 34). Al respecto, Martín-Hernández et al. (2007) han propuesto que la 
presencia de N. ceranae en Europa sugiere una colonización exitosa, pero aún 
desprovista de equilibrio con su nuevo hospedador, A. mellifera, lo que generaría las 
disparidades en su comportamiento. Estos autores propusieron que N. ceranae se 
hallaría en España desde hace aproximadamente una década. Casi paralelamente, 
otros estudios han determinado que N. ceranae se encuentra en Europa al menos 
desde 1996 (Paxton et al., 2007). 
Debido a que en Sudamérica la presencia de esta especie se ha registrado en 
muestras colectadas antes del año 1990 (Invernizzi et al., 2009), cabría pensar que su 
establecimiento pudo haberse llevado a cabo antes que en Europa y que la asociación 
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N. ceranae - A. mellifera estaría adquiriendo, o bien ya habría adquirido un mayor 
grado de equilibrio. En vista de no contar con muestras de A. mellifera conservadas 
adecuadamente como para realizar un análisis retrospectivo, el presente trabajo 
representa un punto inicial para el monitoreo de N. ceranae en nuestro país. 
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Figura 34 – Porcentajes de muestras positivas a Nosema ceranae desde 2006 hasta 2009, en relación al número de 
muestras analizadas en el Centro de Estudios Parasitológicos y de Vectores (CEPAVE), Argentina. Debajo, la 
misma relación realizada en base a las muestras analizadas en Laboratorio de Patología Apícola de Marchamalo, 
España. (Martín-Hernández et al., 2007. Incluido bajo autorización de los autores). 
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Nosema ceranae  y el Síndrome de Despoblamiento de Colmenas (S.D.C.) 
 
Este fenómeno produce una inexplicable desaparición de las abejas adultas, 
desatención de las crías por parte de las abejas nodrizas, reducción del vigor general 
de la colmena, acentuada tasa de mortalidad invernal sin patologías aparentes, 
descenso en la producción de miel y finalmente el deceso de la colonia. Los insectos 
muertos, curiosamente,  no se encuentran dentro de la colmena ni en sus cercanías. 
Debido a que dichos síntomas son inespecíficos, la afección es difícil de detectar a 
tiempo y comúnmente confundida con otras (Underwood & vanEngelsdorp, 2007). 
El S.D.C. se ha observado casi simultáneamente en distintos países desde ca. 2006, y 
especialmente en Estados Unidos, Japón y gran parte de Europa se habrían 
registrado los mayores valores de mortandad de abejas (Higes et al., 2006b, 2009a; 
Ratnieks & Carreck, 2010;  vanEngelsdorp & Meixner, 2010). Aún no existe una 
respuesta definitiva en torno a los posibles agentes involucrados y el responsable 
principal de este síndrome sigue siendo una incógnita.  
Existen trabajos sosteniendo que el causante principal del S.D.C. sería N. ceranae 
(Martín-Hernández et al., 2007; Higes et al., 2008b, 2009b, 2010a). Inoculaciones de 
esporos realizadas en A. mellifera bajo condiciones controladas provocaron altos 
valores de mortalidad y ausencia de signos externos en el insecto. En comparación 
con N. apis, N. ceranae presentó una virulencia y agresividad mucho mayor18 (Higes et 
al., 2006a, 2007, 2008b). Un análisis epizootiológico con datos de campo demostró que 
el efecto de N. ceranae sería aumentar entre 6 y 10 veces el riesgo de una colonia de 
padecer el citado síndrome (Martín- Hernández et al. 2007; Higes et al., 2009b). 
Otros investigadores han minimizado la responsabilidad de N. ceranae en el 
S.D.C., o lo han considerado uno más de los múltiples factores causantes. Tanto la 
varroasis y su efecto como vector del virus israelí de la parálisis aguda (IAPV, Israeli 
Acute Paraliysis Virus), como la acción de insecticidas (e.g.: imidacloprid, fipronil, 
endosulfán, cipermetrina) o herbicidas (e.g.: glifosato) parecen ser otros de los 
                                                 
18 Discutido por ciertos autores debido a que los tratamientos no se realizaron en idénticas condiciones (ver Fries, 2009). 
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factores actuantes más plausibles. También los factores climáticos o nutricionales, 
otros patógenos, o la expansión de agroecosistemas, monocultivos y cultivos de 
organismos genéticamente modificados son algunas hipótesis alternativas 
postuladas como responsables de este fenómeno (Chauzat et al., 2007; Cox-Foster et 
al., 2007; Gómez Pajuelo et al., 2008; Oldroyd, 2007; Underwood & vanEngelsdorp, 
2007; Decourtye et al., 2009; vanEngelsdorp et al., 2009; Paxton, 2010; vanEngelsdorp 
& Meixner, 2010).  
En Argentina se han observado fenómenos de despoblamiento acentuados desde 
el año 2006, y especialmente en el invierno de 2007 (González, 2007; Petit, 2007), 
coincidentes con altos valores de prevalencia de N. ceranae obtenidos y presentados 
en este trabajo.  Oficialmente se ha desestimado la correspondencia de estas mermas 
poblacionales con el S.D.C., apuntando a un conjunto de factores formado por 
varroasis, nutrición deficiente y abuso de pesticidas como el responsable primario de 
los mismos (Bacci, 2007 –SENASA-). 
 
 
Nosema ceranae en Bombus spp. 
 
Los resultados presentados  constituyen los primeros registros a nivel mundial 
del microsporidio N. ceranae parasitando especies de Bombus (B. atratus, B. morio y B. 
bellicosus). 
Este microsporidio se consideraba patógeno de A. cerana (Fries et al., 1996) y A. 
mellifera (Higes et al., 2006a), y se reconocía a Nosema bombi (Fantham & Porter, 1914) 
como la única especie de microsporidio capaz de infectar especies de Bombus (Van 
den Eijnde & Vette, 1993; McIvor & Malone, 1995; Jilian et al., 2005; Paxton, 2006; van 
der Steen & Fries, 2006)19. A diferencia de N. ceranae, N. bombi normalmente se 
desarrolla en los túbulos de Malpighi, aunque se han hallado infecciones en el 
ventrículo, cuerpo graso y cerebro (Fries et al., 2001; van der Steen, 2006). En la 
                                                 
19 Si bien, al menos experimentalmente, B. fervidus sería susceptible tambien a N. apis (Showers et al., 1967). 
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página 113 se discutirán posibles aspectos relativos la ausencia de detecciones en el 
país. 
Cuando se evalúan en conjunto los datos cuantitativos obtenidos, la presencia de 
esporos solo en el intestino medio, y las lesiones macroscópicas presentadas en el 
mismo, es lógico pensar que Bombus se hallaría cumpliendo un rol de hospedador 
activo de N. ceranae, y no solo de vehículo u hospedador accidental.  
Una primera evaluación en torno a las cargas parasitarias indicaría una notable 
predisposición de las reinas de B. morio a desarrollar la infección, debido a los 
mayores valores contabilizados en comparación con las reinas de B. atratus. El 
tamaño corporal no parecería, a priori, ser una limitante, debido a la similitud 
presentada en ese aspecto por ambas especies (Abrahamovich, et al., 2005). Tampoco 
la época del año en la que fueron colectados los insectos parece serlo, debido a que 
las seis reinas fueron capturadas en un lapso menor a 60 días (9/09/2007 a 2/11/2007). 
Eventualmente la latitud podría tener algún tipo de influencia en este sentido, 
debido a que ambas reinas de B. morio fueron capturadas en la provincia de 
Tucumán, mientras que todas las de B. atratus provinieron de la provincia de Buenos 
Aires (Fig. 11 – Tabla IV). Posiblemente un inicio temprano de la temporada en el 
Norte haya permitido a este patógeno contar con mayores tiempos para desarrollar 
la infección. 
Al no haberse detectado obreras ni machos de B. morio parasitados, tampoco es 
posible generalizar aún una mayor predisposición a N. ceranae en todas las castas de 
la especie. 
Por otra parte, no se descarta que las especies en las que no se ha aislado N. 
ceranae sean también susceptibles en mayor o menor medida, solo que aún no han 
sido capturados ejemplares enfermos. 
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Rango hospedador de Nosema ceranae 
 
En el último año se han reportado infecciones naturales de N. ceranae en otras tres 
especies de Apis [A. koschevnikovi, A. dorsata y A. florea (Botías et al., 2009; Chaimanee 
et al., 2010)]. Las infecciones de N. ceranae reportadas en cinco especies de este género 
y ahora en tres especies de Bombus sugerirían una baja especificidad, característica 
poco habitual entre los microsporidios (Larsson, 1999), aunque no desconocida 
(Lange, 2005). Previamente, a partir de estudios coevolutivos basados en caracteres 
moleculares, se había sugerido una potencial capacidad de N. ceranae de parasitar 
activamente una o más especies de Bombus, lo que se confirmó en el presente trabajo 
(para mayor detalle, véase Shafer et al., 2009). 
En este sentido, también resultan de interés recientes hallazgos de una gran 
variabilidad genética intraespecífica tanto en N. ceranae (Sagastume et al., 2010) como 
en la especie afín N. bombi (Tay et al., 2005), posiblemente relacionada con el amplio 
rango hospedador de ambas. Esta gran variabilidad, instalada en un genoma muy 
reducido podría brindar a estas especies de Nosema una notable plasticidad en las 
interacciones patógeno-hospedador, sugiriendo la factibilidad de futuros hallazgos 
en nuevas especies hospedadoras. 
El intercambio de N. ceranae entre especies estaría posibilitado por diferentes vías, 
tales como el forrajeo (Schmid-Hempel & Loosli, 1998), el agua de bebida (Ringuelet, 
1947; L’Arrivée, 1965a), o el pillaje20 sobre colonias enfermas (Goulson et al., 2008). 
Las aves insectívoras también parecerían jugar un importante rol en este aspecto al 
ingerir insectos infectados y regurgitar esporos viables a lo largo de sus vuelos 
migratorios, como se ha descripto en España para el abejaruco común Merops apiaster 
(Coraciiformes: Meropidae) (Higes et al., 2008a; Valera et al., 2010). Aves con roles 
ecológicos similares podrían estar realizando lo propio en este continente. 
 
                                                 
20 Conducta de hurto de reservas de una colmena por abejas ajenas a ésta, generalmente ante la escasez de néctar. Puede 
culminar en un ataque violento e incluso en la destrucción de la colonia agredida. 
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Por lo tanto, al comprobarse en este estudio que el rango de especies susceptibles 
es más amplio aún del que se pensaba, se pone en duda que su hospedador de origen 
o natural sea de hecho A. cerana y no alguna especie de Bombus sudamericana, área 
de donde provienen las muestras positivas más antiguas de este patógeno 
(Invernizzi et al., 2009). 
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Nephridiophaga apis 
 
Los rasgos morfológicos del protista aislado en colmenas de Saavedra (esporos 
bicóncavos; Fig. 24-D, E) y el tipo de relación simbiótica con el hospedador, 
parasitando los túbulos de Malpighi indican que el mismo pertenece a la familia 
Nephridiophagidae. El hallazgo de cúmulos esporales (Fig. 24-A, B) sumado a la 
identidad de la especie hospedadora, sugieren fuertemente que se trata de 
Nephridiophaga apis Ivanić, 1937, especie tipo del género. 
Las especies de la familia Nephridiophagidae se consideran simbiontes en los 
túbulos de Malpighi de insectos, mayormente de los órdenes Dictyoptera y 
Coleoptera (Lange, 1993). Esta familia ha permanecido desde hace más de cien años 
como un grupo de filiaciones taxonómicas inciertas. Sus especies integrantes fueron 
incluidas en la familia Haplosporidiidae (Protozoa: Haplosporea) desde fines del 
siglo XIX hasta 1965-1970 (Caullery & Mesnil, 1899, 1905; Kudo, 1931; Caullery, 
1953). Posteriormente, Sprague (1966, 1970) distribuyó a esas especies en dos 
familias, Haplosporidiidae y Nephridiophagidae, e incluyó a la clase Haplosporea en 
el subphylum Microspora. El mismo autor rechazó años después esta última familia 
(Sprague, 1979). Más tarde, Lange (1993) la restituyó al status de familia 
[Nephridiophagidae (Protista incertae sedis)] si bien haciendo notar que la misma 
difiere sustancialmente de los otros phyla esporogénicos existentes, de modo que 
reuniría suficientes condiciones para erigirse como un nuevo phylum. Sin embargo, 
este autor desestima su instauración hasta no contar con estudios ultraestructurales 
de la especie tipo, en vista de evitar un aumento de categorías taxonómicas (rank 
inflation), coincidiendo con Patterson & Larsen (1991) y Radek & Herth (1999). 
A fines del siglo pasado, la detección de divisiones criptomitóticas en N. blatellae 
sugirieron un vínculo filogenético con los hongos (Radek & Herth, 1999). Poco 
después, análisis moleculares del mismo organismo, sumados a la detección de 
quitina fúngica en la composición de la pared de sus esporos, confirmarían esta 
posición (Wylezich et al., 2004). Actualmente, la familia Nephridiophagidae Sprague, 
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1970 posee el status de sedis mutabilis dentro de la superclase Ascomycota 
(Opisthokonta: Fungi) (Haussman et al., 2003). 
Nephridiophaga apis fue  caracterizada morfológicamente en todos sus estadíos, así 
como el desarrollo de su ciclo (Ivanić, 1937). Si bien limitada por el instrumental 
óptico de la época, la descripción original concuerda con la observada 
posteriormente en especies afines (Lange, 1993; Radek & Herth, 1999; Fabel et al, 
2000), caracterizada por una alternancia de estados uninucleados y plasmodiales, 
gemación endógena de estos últimos y formación de esporos cóncavos o bicóncavos 
que se liberan en la luz de los túbulos de Malpighi. 
En el caso de Neph. apis, el ciclo se cumpliría intra y extracelularmente, al igual 
que en las especies afines N. blaberi, N. blatellae y N. forficulae, y a diferencia de N. 
ormieresi y N. periplanetae, donde el mismo no parece poseer fase intracelular (Lange, 
1993; Fabel et al., 2000). 
Una interesante particularidad radica en el análisis de la patogenicidad de este 
parásito. Si bien se cita como muy peligroso, capaz de provocar lisis en las células de 
los túbulos transformándolas en una masa amorfa (Ivanić, 1937), la descripción 
original habría sido basada solo en un caso. Por otro lado, observaciones realizadas 
en Periplaneta americana (Hexapoda: Blatodea) parasitadas con N. periplanetae 
sugieren una relación de comensalismo entre ambas especies (Lange, 1993). De esta 
forma, si la alta prevalencia en la naturaleza mostrada por N. periplanetae (Lange, 
1993) concordaría con la de una especie comensal o de relativamente baja virulencia, 
de modo inverso la baja prevalencia observada en Neph. apis podría estar brindando 
indicios de alto potencial de daño en A. mellifera (Henry, 1977). 
Por otro lado, la transmisión de Neph. apis, así como de las demás especies de la 
familia parece realizarse exclusivamente por vía horizontal (Lange, 1993; Fabel et al, 
2000). Este hecho torna aún más enigmática la escasez de sus hallazgos, teniendo en 
cuenta los hábitos sociales desarrollados por el hospedador en los que la trofalaxia y 
el acicalamiento o grooming son las principales vías de contagio de otras 
enfermedades apícolas (L’Arrivée, 1965a; Webster, 1993; Fries & Camazine, 2001), 
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provocando una rápida diseminación del inóculo dentro de la colonia. Otros 
fenómenos comunes como el pillaje, la deriva21, el comportamiento de los zánganos22 
o el manejo del apicultor también contribuirían a una rápida dispersión de la 
enfermedad entre distintas colonias (Ringuelet, 1947; Bailey, 1972; Root, 1990) tal 
como sucede en la nosemosis (COLOSS Workshop, 2009). En este estudio, si bien las 
cinco colmenas analizadas en el apiario Nuevo Lucero se hallaron infectadas, no se 
registró a este parásito en los demás apiarios de la zona, aún cuando pertenecían al 
mismo propietario y era corriente el intercambio de material apícola entre éstos. 
Con respecto a las cargas parasitarias por abeja, así como a las medidas de los 
esporos, no existe antecedente alguno a fin de realizar comparaciones con los datos 
presentados. Únicamente se cita a la primavera como la época más propicia para la 
enfermedad (Ivanić, 1937), lo que concordaría en primera instancia con los resultados 
del presente trabajo, ya que dicha estación fue el único período en el cual se halló a 
este patógeno. Por su parte, el registro de co-infecciones con Nosema ceranae mostró 
una alta prevalencia, la que podría estar sugiriendo una acción sinérgica entre estas 
dos especies. 
Es complejo, por último, esgrimir una explicación convincente acerca de la 
existencia de solo dos hallazgos de este protista, separados por ca. 70 años y 12.000 
Km. de distancia. Una alternativa plantea que la especie registrada podría no ser en 
realidad Nephridiophaga apis, sino otra de la misma familia. Esta hipótesis, si bien 
poco probable, requerirá de pormenorizados estudios futuros para su validación o 
rechazo. Otro de los posibles motivos sería la similitud en forma y tamaño con 
especies de Nosema citadas para A. mellifera; un análisis poco minucioso y realizado 
por alguien no familiarizado con la existencia de Neph. apis, podría generar un 
diagnóstico erróneo, aún en infecciones conjuntas (Véase fig. 24-G). 
                                                 
21 Entrada por error de una abeja en otra colmena a la que no pertenece. Generalmente es rechazada por las abejas de ésta, 
aunque en ocasiones no ocurre. 
22  Los zánganos entran indistintamente a cualquier colmena sin ser agredidos. 
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Por último, otra opción viable es que este organismo mantendría, de hecho, una 
prevalencia extremadamente baja en la naturaleza, atribuyendo más valor aún al 
presente hallazgo. 
Debido a la escasa información disponible en la descripción original de Neph. apis 
y a que desde su detección y descripción en la antigua Checoslovaquia parece no 
haber reportes documentados de su presencia en otras partes del mundo, este aporte 
amplía la distribución de la familia Nephridiophagidae, constituyendo el primer 
registro de una especie de Nephridiophagidae asociada a A. mellifera fuera del 
continente europeo. 
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Malpighamoeba mellificae 
 
Malphigamoeba mellificae fue hallada por primera vez a principio de siglo XX 
(Maassen, 1916, 1919) y descripta poco después, asignándosela en primera instancia 
al género Vahlkampfia (Prell, 1926, 1927). Actualmente se clasifica al género 
Malpighamoeba como Amoebozoa incertae sedis, debido a que si bien comparte 
caracteres típicos del grupo como la presencia de seudópodos, posee otros que 
dificultan su ordenamiento (Adl et al., 2005). 
Su ciclo de vida, si bien no del todo conocido, consta de una fase vegetativa 
que infecta el epitelio intestinal, donde se divide. Los trofozoítos resultantes migran 
por el interior del tubo digestivo hasta los túbulos de Malpighi, donde se interdigitan 
con las microvellosidades de su epitelio y provocan lisis celular, disminuyendo o 
anulando la capacidad excretora del insecto y causando su intoxicación. 
Eventualmente, estos trofozoítos forman cuerpos de resistencia llamados quistes, los 
cuales se liberan a la luz del túbulo y luego al exterior, donde serán ingeridos por 
otra abeja para recomenzar el ciclo. No se conoce fase sexual (Giordani, 1959;  
Schwantes & Eichelberg, 1984). 
Malpighamoeba mellificae ha sido hallada en Europa (Giordani, 1959; Schwantes 
& Eichelberg, 1984; Orantes, 2000; Janke & Rosenkranz, 2008), Norteamérica (Bulger, 
1928), Asia (Aydin et al., 2006), Oceanía (Anderson, 1987, 1990), África (Buys, 1993) y 
Sudamérica (Guardiola, 2002), considerándosela cosmopolita. En este trabajo, tanto 
las características morfométricas como los signos macroscópicos observados [e.g.: 
túbulos de Malpighi color blanco-lechoso (Schwantes & Eichelberg, 1984)] y la 
ubicación tisular de los parásitos hallados coinciden con la descripción original de la 
especie constituyendo su primer registro en Argentina.  
Los estudios relacionados con M. mellificae no abundan, debido posiblemente 
al consenso existente relacionado a su baja virulencia en apiarios comerciales. 
Aparentemente, de no mediar una infección severa [más del 50 % de sus abejas 
infectadas (Hassanein, 1952)], M. mellificae no sería capaz de ultimar una colonia 
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vigorosa pero tendría la capacidad de debilitarla facilitando la susceptibilidad a otros 
agentes (Aydin et al., 2006). Así, M. mellificae se hallaría comúnmente formando 
infecciones mixtas con N. apis (Giordani, 1959; Aydin et al., 2006), conformando una 
asociación sinérgica (Bailey, 1968; Fritzsch & Bremer, 1975). En este estudio, la 
colmena que se halló infectada por este patógeno también lo estaba con N. ceranae 
(Prevalencia = 1 %). Al mes siguiente, si bien no se halló a M. mellificae, la prevalencia 
de abejas con Nosema trepó a 27 %. La colmena finalmente murió antes del muestreo 
correspondiente al mes de diciembre.  
Si bien el hallazgo de una única abeja infectada en San Carlos de Bariloche no 
aportaría información suficiente para sustentar un análisis, los casos positivos 
registrados en San Cayetano en el mes de octubre guardarían concordancia con 
observaciones previas realizadas en apiarios del hemisferio Norte (Hassanein, 1952; 
Giordani, 1959; Bailey & Ball, 1991; Janke & Rosenkranz, 2008). Estos trabajos 
reportan los mayores niveles de M. mellificae durante el mes de abril (mediados de la 
primavera boreal), para luego desaparecer, la más de las veces, sin mayores 
consecuencias. Se estima que el tiempo de vida de las abejas de verano no sería 
suficiente para que M. mellificae pueda completar su ciclo exitosamente, lo que sí 
ocurriría en las abejas de invierno o de larga vida (Giordani, 1959; Bailey & Ball, 
1991). 
A partir de la detección de co-infecciones, se plantea la necesidad de una 
evaluación acerca de los posibles sinergismos o antagonismos entre estos patógenos, 
tal como se ha ensayado para infecciones conjuntas de M. mellificae y N. apis (Bailey, 
1968; Fritzsch & Bremer, 1975; Grobov & Bondarenko, 1975). Si bien el número de 
abejas infectadas (n = 10) podría no ser representativo, el porcentaje de abejas co-
infectadas con Nosema (10%) no diferiría sustancialmente de los valores reportados 
previamente de 10 – 15% para infecciones mixtas con N. apis (Giordani, 1959). 
Respecto del escaso número de casos registrados, los reportes previos de M. 
mellificae en Europa también detallan bajas prevalencias [e.g.: 1,85% en España 
(Orantes, 2000), 2% en Inglaterra (Bailey & Ball, 1991) y hasta 2,8% en Italia 
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(Giordani, 1959)], siendo posible que este patógeno muestre una condición enzoótica 
(Giordani, 1959). No obstante, prospecciones llevadas a cabo en Alemania, han 
registrado prevalencias excepcionales de hasta 25% (Janke & Rosenkranz, 2008). 
En Argentina resulta llamativo que a pesar del elevado número de colmenas 
emplazadas en el país, y los consecuentes análisis de rutina llevados a cabo, esta 
ameba nunca ha sido reportada. En esta tesis, ca. 400.100 abejas fueron analizadas y 
el hallazgo de M. mellificae en solo dos muestras (10 abejas) plantea más de una 
alternativa. O bien una baja prevalencia del parásito en la naturaleza, o bien una 
prevalencia no demasiado baja pero en la que el parásito, por distintas causas, no ha 
sido registrado en la población. 
Una de estas posibles razones residiría en que, como otras amebas, M. mellificae 
podría permanecer por tiempo prolongado en estado de trofozoíto. En ausencia de 
quistes, su detección presenta cierta dificultad al confundírselos con el contenido 
normal de los túbulos de Malpighi (Giordani, 1959; Lange, com. pers.), incurriendo en 
posibles sub-diagnósticos. Así, tanto en Argentina como en otros países, la ausencia 
o baja prevalencia reportada en la mayoría de los casos podría deberse a “falsos 
negativos”, así como su inespecífica sintomatología (e.g.: abdomen hinchado, 
disentería) podría ser erróneamente atribuida a otro agente etiológico, en particular a 
N. apis (Fritzsch & Bremer, 1975; Schwantes & Eichelberg, 1984). 
La carga promedio de quistes/abeja contabilizada (4,95 ± 0,86 x 105) parece ser la 
primera reportada desde su detección, ya que los trabajos referentes a M. mellificae 
parecen obviar esta cuantificación. Se desconoce la existencia y límites de un posible 
umbral de daño por parte del patógeno hacia A. mellifera. 
A nivel de la población hospedadora, se ha citado que M. mellificae no suele 
mostrar una distribución de tipo agregada en un colmenar sino que, de presentarse, 
es común hallar una o dos colmenas infectadas sin ninguna aparente relación 
espacial entre ellas (Giordani, 1959). Lo propio se ha verificado en este trabajo, al 
permanecer cuatro de las cinco colmenas del apiario analizado, libres de esta ameba. 
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Por último, resulta de particular interés que M. mellificae sea un patógeno 
comúnmente hallado en Chile. Si bien su prevalencia en diferentes localidades es en 
general inferior al 9% (Guardiola, 2002; Hinojosa & González, 2004; Fuentealba, 
2005), se han reportado valores de hasta casi 18%, los cuales corresponden a estudios 
en la décima región, hallada a igual latitud que San Carlos de Bariloche pero al otro 
lado de la cordillera de los Andes (Fuentealba, 2005). Antecedentes en la misma 
zona, como la invasión de la especies Vespula germanica (Vespidae) y Acromyrmex 
lobicornis (Formicidae) (Willink, 1980; Farji Brener & Corley, 1998), o la entrada de 
Bombus terrestris y B. ruderatus, posiblemente vehiculizando patógenos exóticos 
(Roig-Alsina & Aizen, 1996; Torreta et al., 2006; Plischuk & Lange, 2009), sugerirían 
un posible ingreso de esta ameba junto a A. mellifera desde el país vecino. No 
obstante, resulta intrigante que M. mellificae se ha hallado en San Cayetano y no en 
puntos de muestreo intermedios entre esta localidad y San Carlos de Bariloche. 
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Crithidia bombi 
 
Con respecto a los patógenos hallados en abejorros de San Carlos de Bariloche, 
tanto la especie hospedadora como los sitios de infección y su morfología general, 
sugieren que se trata de Crithidia bombi Lipa & Triggiani, 1988, un patógeno hallado 
parasitando a especies de Bombus en otras partes del mundo. Crithidia bombi se ha 
considerado como un patógeno poco virulento y común en B. terrestris (Baer & 
Schmid-Hempel, 2001). Sin embargo, estudios recientes han demostrado una relación 
entre su virulencia y las condiciones nutricionales del hospedador (Johnson, 2007; 
Otterstatter & Thomson, 2008, y otros). Las formas flageladas se adosan a la pared de 
la última porción del ventrículo, donde se multiplican. Pocos días después de la 
infección, los patógenos se vehiculizan al exterior mediante las heces del hospedador 
pudiendo reinfectar a otros individuos (Schmid-Hempel & Schmid-Hempel, 1993). 
Ruiz-González & Brown (2006) han demostrado que también A. mellifera podría 
actuar como vector u hospedador accidental de este flagelado. 
Debido a que los abejorros carecen de trofalaxis (Schmid-Hempel, 2001; Molet et 
al., 2009), C. bombi no podría transmitirse directamente. La propagación de la 
infección dentro de la colonia se logra mediante el contacto con las formas infectantes 
dentro del panal de cría, mientras que la difusión de la misma entre las colonias 
parece ser más compleja. Posiblemente, obreras infectadas entren erróneamente en 
otros nidos, dispersando así la enfermedad, en una suerte de deriva, análoga a la 
citada para A. mellifera (Sakofski & Koeniger, 1988; Root, 1990). Sin embargo, la ruta 
más importante para la transmisión ente colonias parece ser a través de la pecorea. 
Estudios experimentales han demostrado que un insecto sano podría recoger el 
inóculo previamente depositado por un abejorro infectado (Durrer & Schmid-
Hempel, 1994; Ruiz-González & Brown, 2006). Este tipo de pasaje ocurriría en el 20-
40% de los casos y guardaría relación con la arquitectura de la flor o inflorescencia y 
con la exposición de los patógenos a la luz solar directa. 
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En una colonia infectada, mantenida en condiciones controladas y alimentación 
ad libitum, C. bombi no manifestaría mayor virulencia. Por el contrario, se ha 
observado que al emerger las reinas de la hibernación y escasear el alimento, la 
infección por C. bombi reduciría su capacidad individual para iniciar la colonia y el 
desarrollo normal de la misma por alterar la capacidad de forrajeo entre otras 
patologías. En situaciones de déficit nutricional severo, el aumento de la tasa de 
mortalidad de la colonia afectada aumentaría en un 50% (Shykoff & Schmid-Hempel, 
1991; Brown et al., 2000, 2003; Schmid-Hempel, 2001; Logan et al., 2004; Gegear et al., 
2005, 2006). Paralelamente, se ha propuesto que el genotipo de la colonia guardaría 
relación con la probabilidad de infección, la susceptibilidad a ésta y la eficaz 
transmisión de C. bombi (Schmid-Hempel & Schmid-Hempel, 1993; Liersch & 
Schmid-Hempel, 1998; Brown et al., 2003). 
En el presente caso, las relativamente altas cargas parasitarias registradas 
sugieren que las infecciones fueron detectadas en un estado avanzado de desarrollo, 
es decir que la población analizada podría considerarse, aunque preliminarmente, 
como receptora y posiblemente susceptible a este patógeno. Es limitada la 
información de estudios de campo detallando cargas parasitarias de C. bombi. Solo 
Baer & Schmid-Hempel (2001) citan una intensidad de 1 - 2,5 x 106 flagelados por 
obrera de B. terrestris, unas diez veces mayor a la media registrada en este trabajo (1,4 
x 105). Sin embargo, como las reinas fundadoras de las colonias estudiadas habían 
sido fecundadas artificialmente, ambos estudios podrían no ser comparables. 
Por otra parte, se cree que las formas promastigotas serían más abundantes en 
etapas iniciales de la infección, al menos en abejorros con buen estado nutricional 
(Logan et al., 2004). Asumiendo un curso normal de la afección y una disponibilidad 
suficiente de polen en los sitios de colecta, la ausencia de formas promastigotas en el 
presente trabajo también podría estar indicando estados avanzados de la 
enfermedad. 
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Con relación a la prevalencia registrada (21,5%), la misma se incluye en el rango 
de valores reportados (9 - 83%) para esta especie en B. terrestris (Shykoff & Schmid-
Hempel, 1991; Çankaya & Kaftanoglu, 2006; Allen et al., 2007). 
En lo que respecta a la prevalencia propia de cada casta, C. bombi mostró un 
mayor valor en hembras (obreras: 55%; reinas: 50%) que en machos (4%). 
Posiblemente la infección durante la pecorea juegue un papel de importancia en este 
aspecto, debido a diferencias en el número de visitas, tiempo de permanencia y 
manipuleo de las hembras sobre las flores. Otras alternativas residirían en una mayor 
predisposición genética propia de las hembras, o bien en un mayor tiempo de 
permanencia en el nido e interacción con los integrantes de la colonia por parte de 
estas con respecto a los machos (Shykoff & Schmid-Hempel, 1991). Los resultados 
presentados coinciden con los obtenidos en Suiza por estos últimos autores. 
A pesar de las diferencias de tamaño entre los aislamientos de Argentina (del 
presente estudio) y de Italia (descripción original) (Tabla VI), el hallazgo de 
infecciones naturales en su hospedador original B. terrestris así como las similitudes 
en las características morfológicas y en la ubicación tisular tienen suficiente peso 
como para asumir que se trata de la especie en cuestión. La desigualdad de tamaños 
podría estar explicada por las diferencias en los procedimientos utilizados al realizar 
los preparados o las fijaciones. Otra alternativa factible residiría en la presencia de 
diferentes genotipos (variabilidad intraespecífica) tal como se ha descripto para C. 
bombi en Suiza (Schmid-Hempel & Reber Funk, 2004). De modo que, aunque el 
presente registro pueda ser calificado como provisional hasta que estudios de tipo 
molecular sean optimizados y aplicados (Meeus et al., 2009), resulta pertinente 
informar sobre el mismo, ya que no existe registro alguno de flagelados asociados a 
Bombus de Sudamérica. 
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Apicystis bombi 
 
El conocimiento de Apicystis bombi es mucho menor que el que se tiene acerca de 
C. bombi. Esta neogregarina fue descripta parasitando especies de Bombus en Canadá, 
y asignada al género Mattesia (Liu et al., 1974). Dos décadas después, Lipa y Triggiani 
(1996) redescribieron a la especie como Apicystis bombi n. comb., hallándola en Italia, 
en las especies B. hortorum y B. terrestris, así como en Finlandia, parasitando un 
individuo de A. mellifera. La exclusión del género Mattesia fue recientemente 
confirmada mediante estudios moleculares (Meeus et al., 2009). En la actualidad, se la 
incluye en la familia Lipotrophidae, dentro del orden Neogregarinorida (Meeus et al., 
2009). 
En su ciclo, los esporozoítos emergen en el intestino a partir de ooquistes 
ingeridos por el hospedador. Estos esporozoítos penetran a través de la pared del 
intestino medio en la cavidad del cuerpo e infectan las células de los cuerpos grasos 
donde crecen y se multiplican asexualmente hasta diferenciarse en merozoítos, tanto 
macro como micronucleados. Mediante procesos de gametogonia, se producen 
ooquistes tetranucleados los cuales pueden producir reinfecciones (Lipa & Triggiani, 
1996). Liu et al. (1974) reportaron la presencia de ooquistes en las espermatecas de las 
reinas grávidas indicando una posible vía de transmisión congénita o vertical. Si bien 
se infiere una vía horizontal, aún se desconoce.  
Este patógeno se considera causante de graves efectos físicos (destrucción del 
tejido graso) y comportamentales (reducción del éxito en el establecimiento de la 
colonia, aumento de las tasas de mortalidad de obreras, conflictos en la 
comunicación entre reina y obreras) (Schmid-Hempel, 1998, 2001; Allen et al., 2007). 
Prácticamente se carece de datos epizootiológicos referidos a A. bombi y se estima 
que este patógeno posee, en general, una baja prevalencia. Se lo ha registrado en 11 
especies de Bombus (B. affinis, B. bimaculatus, B. fervidus, B. griseocollis, B. hortorum, B. 
impatiens, B. perplexus, B. pratorum, B. terrestris, B. terricola, y B. vagans) y en A. 
mellifera (Liu et al., 1974; Lipa & Triggiani, 1996; Baer & Schmid-Hempel, 1999; 
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Rutrecht & Brown, 2008; Meeus et al., 2009). La prevalencia hallada en el presente 
estudio (3,5%) no parece diferir sustancialmente de las reportadas en Suiza (1 - 8%), 
Irlanda (3,8 - 5,5%), Canadá (5,3%), o Turquía (6,9%)23 (Lipa & Triggiani, 1996; 
Çankaya & Kaftanoglu, 2006; Allen et al., 2007; Rutrecht & Brown, 2008). La aparente 
ausencia de liberación de formas infectantes con las heces y una alta virulencia 
podrían explicar en parte este aspecto (Henry, 1977). 
No existen informes previos acerca de la carga parasitaria de este patógeno. En 
este estudio se obtuvo una media de ca. 5 x 106 ooquistes/insecto. Por su parte, las 
prevalencias tampoco difirieron en demasía entre machos y hembras obreras, más 
allá del reducido número de muestras positivas. Los resultados serían coincidentes 
con los reportados por Rutrecht & Brown (2008) entre obreras y reinas. 
Las infecciones mixtas (A. bombi – C. bombi), si bien no registradas por Rutrecht & 
Brown (2008) en B. pratorum, sí lo fueron por Lipa & Triggiani (1996) en B. terrestris, 
tanto con C. bombi como con el microsporidio N. bombi. Çankaya & Kaftanoglu 
(2006), detallan hallazgos en B. terrestris de los tres protistas citados, pero no 
mencionan casos de co-infección. 
Aunque existen diferencias de tamaño entre los aislamientos argentinos e 
italianos (Lipa & Triggiani, 1996) (Tabla VII), las similitudes en la morfología de los 
ooquistes así como la presencia de cuatro núcleos en los mismos, apomorfía del 
género monotípico Apicystis (Meeus et al., 2009), sustentan la identificación del 
patógeno hallado. De forma similar a lo planteado para C. bombi, las desigualdades 
de tamaño podrían explicarse por diferencias en los procedimientos utilizados al 
realizar los preparados, las fijaciones o las tinciones entre el presente trabajo y la 
descripción original24. De todos modos, dicha descripción carece de valores medios, 
lo que impediría cuantificar la real diferencia de tamaño con los hallazgos en nuestro 
país. 
                                                 
23 Solo se incluyeron reinas en dicho estudio (Çankaya & Kaftanoglu, 2006). 
24 A modo de ejemplo, el método de tinción utilizado por Lipa & Triggiani (1996) incluyó una inmersión en 0,25% Giemsa 
durante 8-12 hs, mientras que el tiempo utilizado en este estudio fue diez veces menor. 
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Debido a que A. bombi ha sido hallado en Canadá, Finlandia, Francia, Italia, 
Turquía y Suiza (Liu et al., 1974; Lipa & Triggiani, 1996; Baer & Schmid-Hempel, 
1999; Allen et al., 2007; Rutrecht & Brown, 2008; Meeus et al., 2009 y otros), el presente 
constituye el primer registro de este patógeno en el hemisferio Sur. 
Conforme a la segunda hipótesis planteada al comienzo de este estudio, se ha 
comprobado que N. ceranae es capaz de parasitar activamente tanto A. mellifera como 
Bombus spp. También se han comentado los resultados de Ruiz-González & Brown 
(2006), quienes citan la capacidad de A. mellifera, en condiciones controladas, de 
albergar al flagelado C. bombi. Por lo tanto, y con respecto al hallazgo de formas 
similares a A. bombi en abejas, no debe descartarse un posible salto de hospedador 
entre poblaciones de B. terrestris y A. mellifera en nuestro país, en forma análoga a lo 
reportado en su descripción original. 
Otra posibilidad, planteada oportunamente por Lipa & Triggiani (1996), 
contemplaría la existencia de una segunda especie de neogregarina que tenga a A. 
mellifera como su especie hospedadora. 
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La introducción de especies no nativas en un nuevo territorio, tanto intencional 
como accidentalmente, es un importante componente de los cambios ambientales 
inducidos por el hombre (Vitousek et al. 1997). Como se ha comentado en la sección 
introductoria, autores como Goulson (2003) o Morales (2007a), han expuesto las 
posibles implicancias de estos procesos, aspectos retomados progresivamente por 
otros autores (Nagamitsu et al., 2007, 2010; Grixti et al., 2009; Xie & Tang, 2009). 
A fines de siglo pasado, la cría comercial de Bombus para polinización de cultivos, 
en especial de aquellos bajo cubierta, tomó un importante auge (Banda & Paxton, 
1991; van der Steen & Fries, 2006) y llevó a su propagación en todo el mundo. Se han 
reportado introducciones en Nueva Zelanda (B. terrestris, B. ruderatus, B. hortorum y 
B. subterraneus), Chile (B. terrestris y B. ruderatus), México (B. terrestris y B. impatiens), 
Japón, Sudáfrica, Marruecos y Túnez (B. terrestris), Canadá, Costa Rica y Guatemala 
(B. impatiens) (Hingston et al., 2002; Flanders et al., 2003; Morales, 2007a; J. van Veen, 
com. pers.), así como sus subsecuentes invasiones a países vecinos, como Tasmania 
(Semmens et al., 1993; Buttermore, 1997) o Argentina (Roig-Alsina & Aizen, 1996; 
Torreta et al., 2006)25. Estas importaciones de abejorros por parte de distintos países 
ha sido motivo de controversias y numerosos estudios a fin de comprobar si existen 
efectos no deseados en torno a las mismas. De los más factibles ya citados (Pág. 26), 
el ítem menos abordado con evidencia experimental o datos de campo es el 
intercambio de patógenos entre organismos nativos e introducidos (Goulson, 2003; 
Goulson et al., 2008), si bien considerado en los últimos años como el de mayor 
importancia (Evans et al., 2009; Grixti et al., 2009). 
En forma paralela, tanto en Norteamérica (Evans et al., 2009) como en Europa 
(Biesmeijer et al., 2006; Fitzpatrick et al., 2007) se han reportado importantes 
descensos poblacionales y extinciones de Bombus nativos, principalmente durante la 
segunda mitad del siglo XX (Kosior et al., 2007). Estudios recientes también han 
registrado una retracción en la distribución de B. bellicosus en Brasil (Martins & Melo, 
2009). En nuestro país se han detectado descensos en las poblaciones de B. dahlbomii, 
                                                 
25 También existen reportes imprecisos o sin confirmar de introducciones realizadas en otros países (véase Morales, 2007a). 
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el abejorro de distribución más austral conocido, en concordancia con el incremento 
de las especies invasoras B. ruderatus y B. terrestris (Morales, 2007a, b; Madjidian et 
al., 2008). Si bien deben evaluarse la mayor cantidad de aspectos posibles, en ningún 
caso la correspondencia con enfermedades puede ser subestimada. 
 
Megachile rotundata 
 
Megachile rotundata (Megachilidae) es una especie Euroasiática establecida en 
forma accidental en Norteamérica ca. 1930. Actualmente se ha dispersado en EE.UU. 
y parte de Canadá (Goulson, 2003). Con posterioridad fue introducida en Nueva 
Zelanda para polinizar cultivos de alfalfa, y detectada más tarde en el Sur de 
Australia (Woodward, 1996). También se han realizado importaciones a Chile y 
Argentina durante la década de 1970 con el mismo fin (Martínez, 2001; Ruz, 2002). 
Estudios llevados a cabo en otros países reportan parasitoides como Sapyga 
pumila (Vespoidea), Monodontomerus sp. y Tetrastichus sp. (Chalcidoidea), y 
derméstidos (Coleoptera) del género Trogoderma (Torchio, 1972; Ruz, 2002). En 
Canadá, solo luego de la invasión de M. rotundata, se ha aislado al hongo Ascosphaera 
aggregata de las especies nativas M. pugnata y M. relativa (Goulson, 2003).  
  En Argentina no existen estudios parasitológicos en relación a M. rotundata, de 
modo que su condición sanitaria es una incógnita, así como su probable rol como 
vehículo de enfermedades entre ésta y otras especies nativas afines. 
 
El caso de Norteamérica y Nosema bombi 
 
Entre 1992 y 1994, reinas de B. occidentalis y B. impatiens fueron enviadas desde 
EE.UU. a instalaciones de cría en Europa, desarrolladas, y retornadas al país para su 
uso en polinización de tomates y otros cultivos. Algunos autores postulan que estas 
colonias habrían regresado infectadas con el microsporidio Nosema bombi, a partir de 
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ejemplares de B. terrestris criados en las mismas instalaciones (R. Thorp, com. pers.). 
Al carecer los abejorros locales de resistencia a ese nuevo patógeno, la enfermedad se 
habría extendido a las poblaciones silvestres de B. occidentalis y B. franklini en el 
Oeste (a partir de los B. occidentalis infectados), y de B. affinis y B. terricola en el Este 
(vehiculizados por los B. impatiens infectados). A finales de los `90, las cuatro especies 
mostraron serios descensos poblacionales, en especial B. franklini, probablemente ya 
extinta (Winter et al., 2006; Colla & Packer, 2008; Evans et al., 2009). 
La mayor debilidad de tal hipótesis residía en otras especies que han mantenido 
poblaciones viables en las mismas áreas (e.g.: B. vosnesenskii, B. impatiens) y en que 
solo se contaba con registros de este patógeno en Canadá26, incluso anteriores (Liu, 
1973; Colla et al., 2006), contradiciendo un establecimiento de N. bombi en EE. UU. 
luego de la reintroducción de abejorros desde Europa (R. Thorp, com. pers.). No 
obstante, esta hipótesis se ha confirmado recientemente, detectando la presencia de 
N. bombi infectando a B. impatiens y B. sandersoni en Carolina del Norte. Mas aún, la 
comparación de las secuencias de ADN de los aislamientos norteamericanos y 
europeos indicó una correspondencia casi exacta entre ellos (Sokolova et al., 2010). 
Si bien el mencionado caso no incluye la introducción de especies alóctonas, 
muestra como solo el traslado de éstas, en oportunidades careciendo de las debidas 
medidas sanitarias, conlleva la posibilidad de introducir patógenos. En nuestro país 
se ha evaluado el ingreso de B. impatiens con los mismos fines, pero afortunadamente 
los informes de investigadores convocados ad hoc han recomendado su negativa 
advirtiendo el riesgo asociado a este tipo de comercio (Morales & Aizen, 2006; 
Sánchez et al., 2006).  
No se ha reportado aún la presencia de N. bombi, pero tampoco se excluye la 
posibilidad debido a que B. terrestris es un común hospedador de esta especie. Su 
prevalencia en distintas poblaciones de Bombus parece no ser elevada ni homogénea 
entre colonias incluso cercanas y de igual especie, como para tornar sencilla su 
detección (McIvor & Malone, 1995; Imhoof & Schmid-Hempel, 1999; Fries et al., 2001; 
                                                 
26 Existiría solo un caso datado en 1997,  aunque no confirmado, en B. occidentalis (Thorp, 2003). 
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Korner & Schmid-Hempel, 2005; Paxton, 2006; Sokolova et al., 2010). Tampoco deberá 
excluirse la posible existencia de otros microsporidios aún no descriptos que tengan 
como hospedador al género Bombus (Schmid-Hempel & Loosli, 1998). 
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La situación actual de Argentina y el riesgo para sus polinizadores 
 
En primer lugar, se resaltará la importancia de los hallazgos de Crithidia bombi y 
de Apicystis bombi en poblaciones de B. terrestris. En este trabajo ambos protistas son 
reportados por primera vez en Sudamérica y específicamente el segundo de ellos en 
el hemisferio Sur. 
Si bien la virulencia de C. bombi en condiciones naturales es discutida, algunos 
autores consideran que su importancia como patógeno está subestimada, y que 
podría estar actuando como uno de los factores de mortalidad en las poblaciones de 
Bombus norteamericanas (Otterstatter & Thomson, 2008; Grixti et al., 2009). En 
nuestro país podría estar actuando en forma similar, y en vista de lo analizado en la 
presente tesis, la posibilidad de hallar a este patógeno expandiéndose hacia áreas 
aún libres del mismo parece esperable. Por su parte, A. bombi parece presentar una 
baja prevalencia, pero debido a su virulencia también podría ser un factor 
importante de mortalidad en las poblaciones de B. terrestris. 
Al margen de la influencia de estos patógenos en poblaciones ya establecidas de 
B. terrestris, su amplio rango de hospedadores susceptibles avalaría la posibilidad de 
nuevas asociaciones con abejorros nativos. Si bien no se han detectado A. bombi ni C. 
bombi en nueve de las diez especies de Bombus presentes, considerando que la 
mayoría de los entomopatógenos tendería a presentar distribuciones espaciales 
irregulares y prevalencias variables, aún no es posible aseverar que estos patógenos 
no se encuentren parasitándolas. Tampoco deberá descartarse la viabilidad de A. 
mellifera como reservorio de C. bombi demostrada en forma experimental. 
Considerando la capacidad de dispersión de B. terrestris y su interacción con especies 
nativas, cabría esperar futuros hallazgos de C. bombi y A. bombi infectando otras 
especies de Bombus en nuestro país. 
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La confirmación mediante estudios moleculares de la presencia de Nosema ceranae 
en Argentina, tanto en A. mellifera como en tres especies nativas de Bombus abre otro 
abanico de interrogantes. Se ha comentado que su presencia en A. mellifera se asocia a 
una acentuada virulencia, pudiendo ser uno de los principales responsables del 
S.D.C. (Pág. 92). La alta mortandad de colonias en el año 2007 y su relación con N. 
ceranae en Argentina se ha descartado, aunque con escasas bases empíricas, por los 
entes oficiales (Pág. 93). Desafortunadamente, como el diseño y ejecución de un 
estudio ad hoc excede los objetivos del presente trabajo, las mayores prevalencias 
registradas si bien coincidentes con las épocas de gran mortandad de colonias, no 
pueden asegurar una inequívoca relación causa-efecto entre ambas. 
Con respecto a la presencia de N. ceranae en abejorros, debido a que éstos sólo se 
recogieron mientras pecoreaban y que los protistas patógenos suelen causar efectos 
de tipo subletal tales como reducción de actividad y cambios de comportamiento 
(Lacey & Brooks, 1997), los datos obtenidos podrían estar subestimando la 
ocurrencia de los mismos y no debe descartarse que la prevalencia real supere a la 
reportada en este estudio. Las lesiones observadas en los individuos infectados 
sugieren que N. ceranae estaría actuando como un importante factor de perjuicio para 
estos insectos. 
Más allá del hospedador en cuestión, en el presente estudio se ha reportado la 
presencia de N. ceranae en  regiones del país distantes más de 1.800 Km., como 
Calilegua, en la provincia de Jujuy, y General Conesa, en Río Negro, lo que indica 
una amplia dispersión geográfica y la euritermia de este patógeno. Teniendo en 
cuenta la gran cantidad de apiarios comerciales dispersos por todo el país y que las 
especies de Bombus que se hallaron afectadas también presentan una gran 
distribución (Tabla II), la interacción entre Apis, Bombus y N. ceranae permanecería en 
una constante retroalimentación. Por lo tanto, en el plano productivo, el papel de 
Bombus como agente dispersor de la enfermedad no debe ser minimizado. En este 
contexto, la apicultura, la agricultura y el comercio de especies carentes de 
herramientas diagnósticas adecuadas podrían dar lugar a una amplia difusión de 
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estos microsporidios. Una dificultad latente para el apicultor residirá en prevenir las 
infecciones o reinfecciones de sus colmenas en territorios con abundancia de Bombus 
y alternativamente, si la virulencia de N. ceranae en una o más especies de abejorros 
es tan acentuada como en A. mellifera, cabría esperar importantes descensos 
poblacionales de estos polinizadores. 
Por último, una potencial importación de Bombus exóticos con fines comerciales 
debería ser evitada, basándose en las complicaciones asociadas a la introducción de 
organismos alóctonos observada en numerosos ambientes de todo el mundo (Véase 
Vitousek et al., 1997; Rodríguez, 2001; Pimentel, 2002; Reinhardt et al., 2003; Petillon 
et al., 2005; Vilà et al., 2006; Wallem et al., 2007 y otros). 
 
El hallazgo de Nephridiophaga apis en nuestro país incita a una futura 
profundización en el conocimiento tanto de su filogenia como de la interacción con 
los himenópteros. Este parásito, debido a la baja prevalencia observada, parecería a 
priori no estar generando importantes problemas sanitarios en la industria apícola 
argentina. 
 
Finalmente, se ha expuesto que el hallazgo de Malpighamoeba mellificae en 
Argentina constituye el primer registro de esta ameba en el país, y bajo ningún 
concepto se deberá minimizar su presencia, la que podría constituir otra amenaza 
para la apicultura. Si bien la prevalencia de M. mellificae aún no pudo establecerse 
fehacientemente, no se descarta que podría estar causando mermas en apiarios de 
ambas localidades donde se la ha detectado, en forma individual o en conjunto con 
N. ceranae. En ese sentido serán necesarios muestreos más numerosos y 
espacialmente más abarcativos a fin de monitorear su real distribución y potencial 
daño en colmenares de Argentina. 
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Zona Noreste (Fig. A1) 
Apiario Localidad Temporada 
Fe y Esperanza Tres bocas (Tigre, Bs. As.) 2006 – 2009 
Los silos Cuartel V (Lobos, Bs. As.) 2006 – 2008 
La concepción Cuartel V (Lobos, Bs. As.) 2006 – 2008 
 
 
Figura A1 – Zona Noreste: A) Fe y Esperanza (Tigre). B) Los silos (Lobos). C) La concepción (Lobos). 
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Zona Noroeste (Fig. A2) 
Apiario Localidad Temporada 
Alentué fondo Roosevelt (Rivadavia, Bs. As.) 2006 – 2007 
Alentué medio Roosevelt (Rivadavia, Bs. As.) 2006 – 2007 
El médano Roosevelt (Rivadavia, Bs. As.) 2006 – 2007 
Laguna de Arrese Abel (Pehuajó, Bs. As.) 2007 – 2008 
Leonardi Abel (Pehuajó, Bs. As.) 2007 – 2008 
Ray Abel (Pehuajó, Bs. As.) 2007 – 2008 
Del Poppolo Rufino (Santa Fe) 2008 – 2009 
Mil hectáreas Rufino (Santa Fe) 2008 – 2009 
 
 
Figura A2 – Zona Noroeste: A) Laguna de Arrese (Pehuajó). B) Alentué fondo (Rivadavia). C) El médano (Rivadavia). 
D) Del Poppolo (Rufino) 
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Zona Central (Fig. A3) 
Apiario Localidad Temporada 
Galpón Olavarría (Bs. As.) 2006 – 2007 
Los rollos Olavarría (Bs. As.) 2006 – 2007 
La tapera Olavarría (Bs. As.) 2006 – 2007 
Unidad Penal Nº 2 – S.P.B. Sierra chica (Olavarría, Bs. As.) 2006 – 2007 
Cuña Olavarría (Bs. As.) 2006 – 2008 
Los troncos Olavarría (Bs. As.) 2006 – 2008 
Anto-Mic Olavarría (Bs. As.) 2007 – 2009 
Las lomas Olavarría (Bs. As.) 2007 – 2009 
Arroyo Olavarría (Bs. As.) 2008 – 2009 
Vialidad Olavarría (Bs. As.) 2008 – 2009 
 
 
Figura A3 – Zona Central: A) Unidad penal Nº 2 – Servicio Penitenciario Bonaerense (Sierra chica). B) Cuña 
(Olavarría). C) Los troncos (Olavarría). D) Galpón (Olavarría) 
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Zona Sudeste (Fig. A4) 
Apiario Localidad Temporada 
El monte Necochea (Bs. As.) 2006 – 2007 
El correntino Necochea (Bs. As.) 2006 – 2007 
La taza Necochea (Bs. As.) 2006 – 2007 
Martín Millera San Cayetano (Bs. As.) 2007 – 2008 
La crotera San Cayetano (Bs. As.) 2007 – 2009 
Don Federico San Cayetano (Bs. As.) 2007 – 2009 
Cortaderas San Cayetano (Bs. As.) 2008 – 2009 
 
 
Figura A4 – Zona Sudeste: A) El monte (Necochea). B) La taza (Necochea). C) Martín Millera (San Cayetano). D) La 
crotera (San Cayetano). 
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Zona Sudoeste (Fig. A5) 
Apiario Localidad Temporada 
Nuevo lucero Dufaur (Saavedra, Bs. As.) 2006 – 2007 
La Lola Dufaur (Saavedra, Bs. As.) 2007 – 2008 
El cerro Dufaur (Saavedra, Bs. As.) 2007 – 2008 
El descanso I M. Buratovich (Villarino, Bs. As.) 2008 – 2009 
El descanso II M. Buratovich (Villarino, Bs. As.) 2008 – 2009 
 
 
Figura A5 – Zona Sudoeste: A) El cerro (Saavedra). B) Nuevo lucero (Saavedra). C) El descanso I (Villarino). 
C 
A 
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